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Résumé Introduction. Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des
composés bioactifs tels que les composés phénoliques. Rosa canina L. (Rosacées)
(R.canina) connue sous le nom Thebgha dans I'Est algérien, est largement utilisée dans
la médecine traditionnelle et en nutrition. Objectif. L'objectif de cette étude est
d’évaluer I'activité anti-inflammatoire de I'extrait méthanolique de fruits de la plante
médicinale R.canina. Matériel et méthodes. L'étude de R.canina a porté sur un
screening phytochimique. Un dosage de la teneur en composés phénoliques totaux par
le test de fast blue BB (FBBB) et I’évaluation du pouvoir anti-inflammatoire in vitro par
des méthodes colorimétriques portant sur la dénaturation de la sérum albumine bovine
(SAB) et de I'albumine d’ceuf ont été réalisés. Résultats. L’'extrait méthanolique a été
préparé par |'utilisation de solvants a polarité croissante. L’extrait des fruits de R.canina
est riche en polyphénols. Concernant l'activité anti-dénaturation, I'extrait méthanolique
a montré un grand pourcentage d'inhibition de la SAB, soit 89,34 % et de I'albumine
d’ceuf, soit 93,41 % a la concentration la plus élevée. Ainsi, ces résultats indiquent que
I'extrait présente une activité anti-dénaturation significativement bonne en
comparaison avec le diclofénac. Conclusion. Cette étude montre clairement que I'extrait
méthanolique des fruits de R.canina possede une propriété anti-dénaturation
significative.

Mots clés: Rosa canina L., Extrait méthanolique, Fast blue BB, Activité anti-
inflammatoire
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Abstract Introduction. Medicinal plants are considered an inexhaustible source of
bioactive compounds such as phenolic compounds. Rosa canina L. (Rosaceae) known as
Thebgha in Eastern Algeria, is widely used in traditional medicine, and nutrition.
Objective. The aim of this study was to assess the anti-inflammatory activity of
methanolic fruit extract from the medicinal plant R.canina. Material and methods. This
study on R.canina focused on phytochemical screening. Determination of total phenolic
compounds content by the fast blue BB test (FBBB), and evaluation of in vitro anti-
inflammatory power by colorimetric methods relating to the denaturation of bovine
serum albumin (BSA) and egg albumin were essayed. Results. The methanolic extract
was prepared by the use of solvents with increasing polarity. The extract of R.canina
fruits was rich in polyphenols. Concerning the anti-denaturation activity, the methanolic
extract showed a high percentage of BSA inhibition of 89.34%, and egg albumin of
93.41% at the highest concentration. Thus, our results indicated that the extract had a
significantly good anti-denaturation activity, compared to diclofenac. Conclusion. Our
study show clearly that the methanolic extract of the R. canina fruits has a significant

anti-denaturing property.

Keywords: Rosa canina L., Methanolic extract, Fast blue BB, anti-inflammatory activity

Introduction

L’églantier (Rosa canina L.) est une plante aroma-
tigue et médicinale de la famille des Rosacées.
L’églantier présente un intérét médicinal, pharma-
ceutique et cosmétique en raison de ses nombreuses
propriétés et vertus thérapeutiques [1-3]. En effet,
les fruits de I'églantier, connus sous le nom de cynor-
rhodons, possédent des activités prophylactiques et
thérapeutiques contre les troubles inflammatoires, y
compris I'arthrite, le rhumatisme, la goutte et la scia-
tique. lls peuvent étre aussi utilisés pour traiter cer-
taines maladies, tels que le rhume et la grippe ainsi
que pour la prévention de l'inflammation de la
mugqueuse gastrique et |'ulcere gastrique, des calculs
et des voies biliaires [4,5]. lls sont également utilisés
comme laxatifs lors des troubles des reins et des
voies urinaires, mais aussi comme diurétiques pour
I’hydropisie et enfin comme un astringent [6,7].

Mis a part leur activité anti-inflammatoire [8,9], vu
leur richesse en vitamines A et C [7-9], les fruits de
I’églan -tier possédent une activité antioxydante, ce
qui jus-tifie d’ailleurs leur usage dans les aliments ou
comme additifs alimentaires [10,11].

Les méthodes actuelles, pour détecter et isoler une
large gamme de composés anti-inflammatoires aux
premiers stades du processus de découverte de mé-
dicaments, utilisent un grand nombre d'animaux. A
ce propos, Il existe des probléemes éthiques concer-
nant l'utilisation d'animaux aux premiers stades de
découverte de médicaments pour les maladies inflam
-matoires et dégénératives, a partir de produits natu-
rels, utilisant les voies d'isolement dictées par I'acti-

vité lorsque de nombreux composés, supérieurs a
100, sont présents dans l'extrait brut ou fraction [12-
16]. Cest la raison principale pour laquelle il est
proposé la méthode d'utilisation des effets anti-déna-
turation (stabilisation) in vitro de SAB et de l'albu-
mine d’ceuf, traitées thermiquement (immunogéenes),
en tant que test de dépistage pour la détection des
composés anti-inflammatoires, sans |'utilisation d'ani-
maux aux premiers stades du processus de décou-
verte de médicaments [17-19].

Lorsque la SAB est chauffée et subit une dénatu-
ration, elle exprime des antigenes associés a une
réaction hypersensible de type lll expliquant qu’ils
sont liés a des maladies, tels que la maladie sérique,
la glomérulonéphrite, la polyarthrite rhumatoide et le
lupus érythémateux disséminé [20,21]. Le test propo-
sé devrait ainsi étre applicable a la découverte de
médicaments pour traiter les maladies mentionnées
ci-dessus et autres, une fois que les composés stabi-
lisent le processus de dénaturation [22].

Cette étude a pour objectif la vérification in vitro de
I’effet anti-dénaturation induit par I'extrait méthano-
ligue des fruits de Rosa canina L. dans la sérum
albumine bovine et [l‘aloumine d’ceuf traitées
thermiguement (immunogene).

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Les fruits de Rosa canina L. sont récoltés en octobre
2016 dans la région de Batna, Algérie. Les fruits sont

118



Composés bioactifs

lavés puis séchés a I'ombre, a température ambiante
dans un endroit aéré, pendant 21 jours. Les fruits
séchés sont broyés au broyeur électrique et le broyat
obtenu est stocké a -20°C.

Extraction des polyphénols

L'extraction est effectuée par macération successive
selon la méthode de Diallo et al., (2004) [23], en
utilisant des solvants a polarité croissante (éther de
pétrole, chloroforme et méthanol). Une quantité de
60 g de poudre de fruits de Rosa canina L. est
incorporée a 100 mL d’éther de pétrole pendant 48 h,
filtrée est séchée. Le résidu est ensuite extrait
successivement avec 100 mL de chloroforme et 100
mL de méthanol, chague opération est répétée trois
fois. L'extrait brut, évaporé par un évaporateur
rotatif sous vide (HAHNVAPOR) a 40°C est stocké
dans I'obscurité a 4°C. Le rendement est calculé par la
formule

Y (%) = Masse d'extrait sec/masse de matiere
végétale x 100

Dosage des polyphénols totaux par la méthode de
Fast Blue BB (FBBB)

La teneur en phénols totaux de I'extrait méthano-
ligue de la plante R.canina est déterminée par la
méthode FBBB [24]. Un volume de 150 plL de 100
pg/mL d’extrait méthanolique est mélangé avec 15 plL
de Fast blue (0,01% v/v H,0) et 15 pL de NaOH (5%
v/v H,0). Aprés incubation, le mélange est gardé a
température ambiante et a I'obscurité pendant 2 h.
L'absorbance est lue a une longueur d’onde de 420
nm par le lecteur de microplagues multi-mode BioTek
Synergy HT (BioTek Instruments Inc., Vermont, Etats-
Unis) et les données acquises sont traitées par le
logiciel Gen5TM (BioTek Instruments Inc.). Une
courbe d’étalonnage a différentes concentrations
d’acide gallique a été préparée. Les teneurs en
phénols totaux dans les extraits sont exprimées en
mg équivalent d’acide gallique par g de matiére séche
(mg EAG/g MS) a partir de I'équation Y = 2,226 x
+0,0611 ; R =0,9995.

Activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode
de dénaturation des SAB

La technique est menée selon la méthode décrite par
Williams et al., 0,05 ml des concentrations (1, 10,
100, 150 pg/mL) de lextrait méthanolique, des
concentrations (50, 100, 150 pg/mL) du médicament
standard diclofénac sont mélangées chacune avec
0,45 mL de SAB (0,5% p/v). Les échantillons sont

incubés a 37°C pendant 20 min, ensuite la tempé-
rature est portée a 57°C pendant 3 min. Aprés
refroidissement, 2,5 mL de tampon phosphate sont
ajoutés aux solutions ci-dessus. L'absorbance est
mesurée en utilisant un spectrophotométre UV-
Visible (type SHIMADZU) a 255 nm. Le contréle
représente 100% de la dénaturation des protéines
[25]. L'inhibition de la dénaturation de la protéine est
déterminée en % par rapport au controle, en utilisant
la formule suivante :

Inhibition de dénaturation (%) = [(Abs de controle-
Abs de 'extrait) /Abs de contréle] x 100

Abs : Absorbance

La moyenne retenue est obtenue sur trois
répétitions. La concentration (Clsy) de I'extrait pour
50% d'inhibition est déterminée par la courbe dose-
réponse.

Activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode
de dénaturation par I’albumine de I'ceuf

Une solution de 5mL, composée de 0,2mL d'albumine
d'ceuf, 2,8mL de solution saline de tampon
phosphate (PBS, pH 6,4) et 2mL de I'extrait métha-
nolique aux concentrations de 1, 10, 100, 150 pg/mL
a été préparée préalablement. Le diclofénac a été
utilisé comme médicament de référence aux
concentrations de 50, 100, 150 pg/mL. Un volume
double d'eau distillée a servi de controle. Les
mélanges sont incubés a 37+2°C pendant 15 min puis
chauffé a 70°C pendant 5 min. Apres refroidissement,
les absorbances sont mesurées a 660nm [26]. Le %
d'inhibition de la dénaturation des protéines est
calculé, en utilisant la formule :

% d'inhibition = 100 x [Vt/Vc-1]

Vt = absorbance de I'échantillon d'essai ; Vc = absorbance
de controle.

Le résultat obtenu est la moyenne de trois
répétitions. La concentration (Cls,) de I'extrait pour
une inhibition de 50% est déterminée par la courbe
dose-réponse.

Tous les produits chimiques, les réactifs et les sol-
vants utilisés dans cette étude sont de marque Sigma
-Aldrich (Madrid, Espagne).

Analyse statistique

Les données sont exprimées sous forme de moyenne
+ Erreur standard. Les différences significatives sont
calculées, en testant les tendances linéaires, en
utilisant I'analyse de variance d’un seul facteur
(ANOVA). Dans le cas d'inhomogénéité de variance,
la comparaison multiple par le test de Dunnett est
utilisée. La valeur p < 0,05 est considérée comme
significative. L'analyse statistique est effectuée avec
le logiciel SPSS (Version 20,0).
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Résultats
Teneurs en polyphénols totaux

L'analyse quantitative des phénols totaux par la
méthode FBBB est déterminée, a partir des équations
de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage
exprimée en pg équivalent d’acide gallique (Fig.1).
L'extrait méthanolique des fruits de R.caning,
déterminé par la méthode FBBB montre une teneur
en phénols totaux de l'ordre de 462,52+1,12 ug
EAG/mg d’extrait.
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Fig.1. Courbe d’étalonnage d’acide gallique par la
méthode Fast Blue BB
Moyenne * ES de trois essais.

Activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode
de dénaturation de la SAB

L'effet maximum d’inhibition et de dénaturation de
I'extrait méthanolique, a la concentration de 150 pg/
mL était de 89,34%, alors que le standard du
diclofénac a 150 pug/mL a montré une inhibition de
99,29% de la dénaturation de la SAB (Tableau I). La
corrélation entre la concentration et le pourcentage
d’inhibition a montré que la capacité inhibition de la
dénaturation de la BSA dépend de la concentration
de I'extrait (Fig. 2) ; ceci est confirmé en comparant la

Cls de I'extrait méthanolique (Clsp=0,84 pg/mL) avec
celle du diclofénac (Clsg=15,96 pg/mL).

Le parametre de la Clsy a été utilisé pour classer
I'extrait méthanolique avec le diclofénac, selon
I'ordre suivant : Extrait méthanolique > diclofénac.
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Fig.2. Corrélation entre la concentration et I'inhibition (%)
Par analyse linéaire de I'activité anti-inflammatoire in-vitro avec
la méthode de dénaturation des protéines sériques bovines de
I'extrait méthanolique et le diclofénac. Moyenne * ES de trois
essais.

Activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode
de dénaturation de I'albumine d’oeuf

Pour l'activité anti-inflammatoire in vitro, par la
méthode de dénaturation d'albumine d'ceuf, I'extrait
méthanolique a la concentration de 150 pg/mL était
de 93,41% d’inhibition de Ila dénaturation de
I'alboumine d'ceufs, alors que le diclofénac présentait
un pourcentage d’inhibition de la dénaturation de
['albumine d'ceuf de 89,77% a une concentration de
150 pg/mL (Tableau IlI). La valeur Cls, obtenue par
une régression linéaire, activité inhibitrice de 50%, de
I’extrait méthanolique était de 9,68 pug/mL, alors que

Tableau I. Effet de I'extrait méthanolique sur I'activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de dénaturation
de I'albumine sérique bovine

Traitements Concentration

Dénaturation

Inhibition de la dénaturation

(ng/ml) (%) (%)

Controle --- 100 0

Extrait méthanolique 1 35.49+0.18 64.51+0.16
Extrait méthanolique 10 22.74+0.98 77.26+1.05
Extrait méthanolique 100 12.37+0.94 87.63+1.02
Extrait méthanolique 150 10.6610.24 89.34+0.09
Diclofénac 50 3.12+1.08 96.88+1.21
Diclofénac 100 1.81+1.51 98.19+1.68
Diclofénac 150 0.71+1.22 99.29+0.73

Les valeurs sont exprimées en moyenne * ES, p<0.05 est considéré significatif par rapport au contréle selon le test ANOVA.
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Tableau Il. Inhibition en % de I'activité anti-inflammatoire in vitro par différentes concentrations de I'extrait
méthanolique par la méthode de dénaturation de I'albumine d'ceuf

Traitements Concentration

Dénaturation

Inhibition de la dénaturation

(ng/ml) (%) (%)

Controle - 100 0

Extrait méthanolique 01 62.34+1.62 37.66+1.39
Extrait méthanolique 10 49.52+0.18 50.48+2.01
Extrait méthanolique 100 12.78+0.98 87.22+1.14
Extrait méthanolique 150 6.59+0.24 93.41+1.23
Diclofénac 50 33.47+1.82 66.53+1.47
Diclofénac 100 29.15+1.22 70.85+1.33
Diclofénac 150 10.23+1.09 89.77+2.15

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ES, p<0.05 est considéré significatif par rapport au contréle selon le test ANOVA.

la Clso du diclofénac était de 38.66 ug/mL (Fig. 3). Le
paramétre de la Clsy a été utilisé pour classer I'extrait
méthanolique avec le diclofénac selon |‘ordre
suivant : Extrait méthanolique > diclofénac.
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Fig.3. Concentration et dénaturation (%) de I'albumine
d'ceuf de I'extrait méthanolique et du diclofénac
Moyenne * ES de trois essais.

Discussion

Le but de la présente étude était d'évaluer |'activité
anti-inflammatoire in vitro de I'extrait méthanolique
des fruits de R.canina par deux méthodes de
dénaturation des protéines (l'aloumine sérique
bovine et I'albumine d’ceuf). Sur la base des résultats
obtenus, I'effet recherché est proposé comme test
pour la détection d'extraits, non seulement, pour
I'activité anti-inflammatoire, mais pour une large
gamme d'action biologique permettant d’isoler les
composés actifs qui peuvent servir de prototypes de
médicaments pour les tests finaux sur animaux.

Les composés phénoliques sont considérés comme le
principal facteur contribuant a I'activité antioxydante
des légumes, des fruits ou des plantes médicinales. La
méthode FBBB, permet d’apprécier le contenu
polyphénolique total d’un échantillon donné par une
réaction directe avec une interaction entre les
fonctions phénoliques et le sel de Fast Blue formant

un complexe stable [27]. Des études antérieures sur
le dosage des phénols totaux des fruits entierement
mrs de cultivars de fraises est déterminé a la fois par
le test Folin-Ciocalteu et le test Fast Blue BB [28]. Ce
dernier test détecte directement les composés
phénoliques. Le FBBB a donné comme résultat une
concentration moyenne de phénols totaux 2,9 fois
supérieure au Folin-Ciocalteu [28]. Cependant, la
méthode Fast Blue BB utilisée est plus colteuse, le
travail exigé est assez long et le dosage manuel de 20
échantillons dure 3h [29-31]. Cependant, cette
méthode peut étre étre automatisée pour une analy-
se a haut débit [27-32]. La méthode FBBB est recom-
mandée pour le dosage des composés phénoliques
totaux car elle peut étre utile pour la composition des
nutriments alimentaires et |'étiquetage en composés
phénoliques totaux. Par ailleurs il est conseillé a ce
gue le dosage Folin-Ciocalteu soit remplacé dans les
études futures par le dosage FBBB pour des
applications avec des produits alimentaires [32,33].

La dénaturation des protéines est une cause
d'inflammation bien démontrée [27-34]. Dans le
cadre de l'enquéte sur le mécanisme de l'activité
anti-inflammatoire, la capacité inhibitrice de I'extrait
méthanolique a été étudiée contre la dénaturation
des protéines du SAB et de I'albumine d’ceuf. Nos
résultats ont clairement démontré que [Iextrait
méthanolique, a des concentrations de 1, 10, 100 et
150 pg/mL présente une activité anti-dénaturante de
la SAB de 'ordre respectif de 64,51, 77,26, 87,63 et
89,34%. Les mémes concentrations ont montré une
inhibition de la dénaturation de l'albumine d’ceuf
dans l'ordre respectif des concentrations citées de
37,66, 50,48, 87,22 et 93,41%. L’extrait montre ainsi
une efficacité dans I'inhibition de la dénaturation du
SAB et de I'albumine d’ceuf. Il est a noter I'évolution
du degré d'inhibition de la dénaturation des
protéines qui augmente avec la concentration de
I'extrait méthanolique. Les travaux de différents
auteurs montrent que la propriété anti-dénaturation
des protéines est due a la présence de deux sites de
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liaison dans la thréonine riche en tyrosine aroma-
tique et aliphatique et les régions de résidu lysine des
protéines [35-41]. Les molécules thérapeutiques du
diclofénac pourraient également activer le récepteur
riche en tyrosine couplé avec la thréonine qui
régulent les voies biologiques de transduction du
signal pour leur action biologique globale [42-46]. Les
composés phénoliques, tels que les polyphénoals, les
terpénoides et les tanins interagissant avec les
régions aliphatiques autour du résidu lysine des
protéines et sont des antioxydants avec une activité
anti-inflammatoire puissante [45,46]. Rosa musquée
et Rosa canina L. ont traditionnellement été utilisées
pour la prévention et le traitement de I'inflammation.
Il a été, en particulier, rapporté que la poudre de
Rosa musquée réduisait les symptOmes associés a
I'inflammation rhumatoide dans des essais cliniques.
Cet effet est lié a sa forte teneur en molécules anti-
inflammatoires, comme le galactolipide GOPO (1,2-
di-O-a-linolénoyl-3-0O-B-d-galactopyranosyl-sn  glycé-
rol), qui peut réduire la chimiotaxie des leucocytes
polymorphonucléaires périphériques du sang, des
neutrophiles et des monocytes et aussi diminuer les
niveaux de protéine C-réactive (CRP), une protéine
produite dans le foie en réponse a I'inflammation [36-
50]. De plus, il a été démontré que Rosa musquée et
Rosa canina L. réduisaient la production de plusieurs
cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines
[49,50].

Il est également intéressant de noter que I'extrait de
R.canina empéche la dénaturation de la SAB et de
I'albumine d’ceuf, a une activité antioxydante in vitro
qui est également une caractéristique de certains
anti-inflammatoires [51,52]. Nos résultats répondent
a l'avis des auteurs qui conseillent que lorsque les
composés stabilisent la SAB et I'albumine d’ceuf a de
faibles doses, ils devraient étre canalisés dans un
large éventail de tests in vitro afin d’évaluer leur
potentiel en tant que prototypes de médicaments.

Conclusion

Il semblerait que les effets anti-dénaturation
observés pour la SAB et I'albumine d’ceuf lorsqu’elles
interagissent avec I'extrait méthanolique des fruits de
R.canina riche en polyphénols, pourraient étre
manipulés comme des criblages de premiére étape
pour sélectionner des produits naturels pour le
développement de médicaments thérapeutiques.
Notre étude avait clairement démontré que |'extrait
méthanolique possede une activité anti-dénaturation
aux doses plus faibles qui sont a sélectionner pour
des écrans a large spectre en vue de développer une

large gamme de médicaments thérapeutiques. Des
études complémentaires sont recommandées pour
isoler le principe actif responsable de ces activités.
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