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Résume

Les lichens, la nouvelle source de métabolites secondaires bioactives a intérét médicale
pharmacologique cosmétique et industriel. Méthodologie : on a procede a une identification
morphologique des lichens, extraction par macération, analyse par CCM, screening
Phytochimique et test d’activité anti-inflammatoires induite par le formoll%. Résultats : il
s’agit du lichen Xanthoria parietina. Le meilleur rendement c’est le rendement d’extraction
séquentielle 11.2% comparé a 1’acétone 10%. La séparation et purification par CCM révélée
six a sept spots correspondants a I’extrait acétone et tris solvant respectivement. Le screening
phytochimique a montré la présence de polyphénols, tanins catéchiques et des stérols et
I’absence de tri terpénes. Les extraits de Xanthoria parietina présentent une activité anti
inflammatoire a une doses de 200 mg/kg avec un % d’inhibition 62% a 69% compare au
Diclofénac (82%.). Conclusion Xanthoria parietina semblerait un lichen prometteur a intérét

thérapeutique.

Mots clés : Lichens, Xanthoria parietina, CCM, screening phytochimique, activité anti-

inflammatoire



Abstract

Lichens, the new source of bioactive secondary metabolites has cosmetic and industrial
pharmacological medical interest. Methodology: morphological identification of lichens,
maceration extraction, TLC analysis, phytochemical screening, and formalin-induced anti-
inflammatory activity test were performed. Results: this is the lichen Xanthoria parietina. The
best yield is the 11.2% sequential extraction yield compared to 10% acetone. The separation
and purification by TLC revealed six to seven spots corresponding to the acetone extract and
three solvent respectively. Phytochemical screening showed the presence of polyphenols,
catechin tannins and sterols and the absence of tri terpenes. Extracts of Xanthoria parietina
inhibit anti-inflammatory activity at doses of 200 mg / kg with 62% inhibition at 69%
compared with Diclofenac (82%). Conclusion Xanthoria parietina seems to be a promising

lichen with therapeutic interest.

Keywords : Lichens, Xanthoria parietina, TLC, Phytochemical Screening, anti-

inflammatory activité
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Abréviations

Abréviations

% : Pourcentage

ACTH : Adréno Cortico Trophic Hormone

ADN : Acide désoxyribonucléique

AINS : anti-inflammatoire non stéroidiens

AIS : anti-inflammatoires stéroidiens

CCM : chromatographie sur couche mince

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényl-B-picrylhydrazyle)

EA : extrait acétonique

EAM : extrait (éther d’éthyle, acétone, méthanol)

FeCl3 : Trichlorure de fer

g : gramme

GC : glucocorticoide

GR : récepteurs des glucocorticoides

h : heure

HSV1 : virus d’herpés simplex de type 1

IL-8 : interleukine &8

IL-2 : interleukine 2

IP : voie intra-péritonéale

JUNY : Junin virus



Abréviations

K.g : kilogramme

MEZ : moyenne écart type

MIC : concentration minimale inhibitrice
min : Minutes

ml : Millilitre

N : nombre de rats

Nacl : Le chlorure de sodium

nm : nanometre

PGE?2 : La prostaglandine E 2
PGI2 : prostaglandine 12

PMN:s : poly nucléaire neutrophile
PV1 : poliovirus de type 1

RE % : Le rendement d’extraction
Rf : rapport frontaux

UV : ultra violé

UVA : ultra violé A

UVB : ultra violé B

A : longueur d’onde
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Introduction Générale

Introduction Générale

L’inflammation est une réaction de défense de 1I’organisme a diverses agressions qui
peuvent étre d’origine physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse.
Le traitement actuel de I’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens comme 1’aspirine. ces molécules bien qu’étant efficaces
présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long

cours (Gaziano et al., 2006)

En Algérie la phytothérapie est utilisée depuis toujours dans le secteur de la médecine
traditionnelle. Aujourd’hui les plantes jouent encore un role trés important dans les traditions
thérapeutiques et la vie des habitants, mais les régles de leur utilisation manquent parfois de
rigueur et ne tiennent pas compte des nouvelles exigences de la thérapeutique moderne.

Ces dernieres années, beaucoup de recherches se sont orientés vers la valorisation de la
médecine traditionnelle en vue de vérifier la sureté et I’efficacité des plantes utilisées et

d’établir des regles scientifiques pour ['usage de ces plantes (Rahmani et al., 2016).

Les lichens, des organismes singuliers résultant de 1’association entre un champignon et
un ou plusieurs partenaires photosynthétiques. produisent de trés nombreux composés
chimiques qui leur sont propres et qui sont susceptibles d’avoir des applications
pharmaceutiques. Ainsi, certaines de ces molécules ont une activité antibiotique ou anti-

inflammatoire ou bien encore des propriétés photo protectrices, (Karagoz et al., 2009).

Bien que moins utilisés que les plantes en médecine traditionnelle, ils sont devenus plus
récemment des sources potentielles de substances biologiquement actives. Ainsi, de
nombreuses especes font 1’objet d’études phyto-chimiques approfondies afin de mettre a jour
des composés nouveaux, qui pourraient trouver des applications dans des domaines tels que

I’industrie pharmaceutique ou encore cosmétique (Dieu ,2015).

L'étude des lichens en Algérie a commencé il y a plus d'un siécle, mais sous forme
d'explorations de naturalistes qui faisaient la collection des especes lichéniques récoltées sur

leur chemin et identifiées par Nylander (Ait hammou Mohamed et al., 2014) .



Introduction Générale

Notres travail s’inscrit dans le cadre d’identification des especes de lichen d’ Algérie
potentiellement intéressantes (sur le plan de quantité de métabolites secondaires et de qualité
des molécules bioactives) et de mise en place d’un Protocol d’extraction adéquat pour

optimiser I’isolation des molécules bioactive.

Notre manuscrit est partagé en deux partie, la premiere réunis les généralités sur les
lichens et leurs propriétés, la deuxiéme partie décrit notre démarche expérimentale qui vise a
tester deux types d’extraction des métabolites secondaires extraction classique par acétone et
extraction séquentielle par trois solvants (éther d’éthylique, acétone, méthanol), Puis une
éventuelle séparation et purification par CCM. Et un screening phytochimique qualitatifs pour
caractériser les extraits de lichen, enfin un test de biologique par 1’évaluation de I’activité

anti-inflammatoire des extraits de Xanthoria parietina.
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I.Generalité sur les lichens

1. Définition

Les lichens, qui sont intégrés dans le régne fongique, résultent de 1’association
symbiotique d’un champignon appelé mycobionte (du grec mykes : champignon ; bios : vie)
et d’une algue verte et/ou d’une cyanobactérie appelées photobionte (du grec photo : lumiére ;
bios : vie).Cette symbiose confere aux lichens une structure et une reproduction spécifiques
par rapport a chaque constituant seul. a la différence des plantes supérieures, ils ne posseédent
ni racine, ni tige, ni feuille, mais un appareil végétatif rudimentaire : le thalle.(Yuan et al.,

2005).
2. Ecologie et répartition

Les lichens sont répandus a travers presque toutes les régions du monde : des zones les
plus extrémes, vers les poles, jusqu’aux sommets, a la limite des neiges éternelles, dans les

déserts rocheux, et représentent environ 8 % de la couverture terrestre (Lange et al., 2001).

En Algerie environ 1085 especes de lichens ont été répertoriées en 187 genres, 73

familles et 20 ordres (Ait hammou Mohamed et al.,2014)

IIs colonisent la roche la plus dure, le sol le plus désert et peuvent supporter de tres
grosses variations de température. Aussi, les lichens sont capables de reviviscence, c’est-a-
dire de passer rapidement, réversiblement et répétitivement de I’état sec a 1’état hydrate, en

particulier en haute montagne (Aubert et al., 2007).

IIs tolérent une dessiccation extréme et une exposition intense aux ultraviolet (UV) en
particulier grace a la présence de pigments corticaux qui piégent ou empéchent la formation

de radicaux libres (Nybakken et al., 2004 ; Gauslaa, 2005 ; Vrablikova et al., 2006).

Les lichens sont également adaptés aux basses températures ;1’activité photosynthétique
peut étre élevée a 0°C et chez certaines especes a algues vertes, la photosynthése peut étre

activée a -20°C grace a la vapeur d’eau obtenue a partir de la neige.
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3. Constituants des lichens

Dans le thalle, les algues représentent environ 10 % du lichen et se situent entre les deux
couches du sandwich formé par le champignon (mycobionte) a 98 %, les champignons sont de
la classe des ascomycetes. Il en existe environ 20 000 especes, mais seulement 13 500
peuvent se licheniser. Le champignon permet la formation des cortex supérieur et inférieur

entre les quels sont hébergées les algues (photosymbiotes) (Farou et Guerin , 2015).

les lichens abritent des communautés bactériennes, appelées bactériobiontes, pouvant
former des structures de type biofilm sur certaines parties du thalle (Cardinale et al., 2006 ;

Kirkelund Hansen et al., 2007) .
4. Echanges nutritionnels entre les partenaires

Chacun des deux partenaires tient un role important dans la survie de 1’autre le
champignon fournit un abri a I’algue ou a la cyanobactérie (protection contre les pertes d’eau
trop brutales, contre les rayonnements solaires trop intenses, contre les animaux, etc.) ;ainsi
que les sels minéraux, 1’eau et les antibiotiques nécessaires a leur bon développement.L’algue
ou la cyanobactérie, quant a elle, par son activité photosynthétique, va fournir au champignon

la matiere organique (entre autres les glucides) nécessaire a son existence.( Figure 01)

Eau,
Sels minéraux

Substances

> _  Substances
Lichéniques o

Lichéniques

Eau Eau
Sels minéraux Sels minéraux
Vitamine itamine C

NHs " Glucose Polyols,
Vitamine B Vitamine B

ALGUE
CO,, CO,,
Lumiére N, Lumieére

Figure01: Echanges nutritionnels entre les partenaires des lichens.
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5. Morphologie et anatomie de thalle lichénique

Le champignon (mycobiote) est responsable de la morphologie des lichens, ¢’est-a-dire
de la forme du corps du lichen. Le corps d’un lichen est appelé thalle. Le thalle est formé par
un réseau de filaments nommés hyphes (ils sont comparables au mycélium des champignons).
C’est au milieu d’un enchevétrement de ces filaments que se trouvent les algues (Anne
Bauwens,2003). Les lichens portent, encore, des organes particuliers qui leurs permettent

d’assurer ces activités biologiques :

5.1. Le thalle : constitue la source principale de biomasse nécessaire a la collecte et a
I’étude de ces lichens, Le thalle forme une sorte de crotlte adhérente au substrat (support sur
lequel se développe) et présenté des multiples colorations, du gris terne au jaune lumineux en
passant par les nuances de verts et de bruns et de formes, évoquant des feuilles crotte, des
poudres ou encore des petits buissons.le thalle lichénique peut étre morphologiquement

variable et définit sept principaux types de lichens (Van Haluwyn et al., 2009). (figure 02)

4 Les thalles crustacés sont les plus communs (90 %). sous forme de crofite, ils
adhérent au substrat dans le quel ils peuvent pénétrer plus ou moins profondément
(Figure(02a).

v Les thalles foliacés se présentent sous forme de lames ou de feuilles, plus ou
moins lobées ou découpées, se détachant facilement du substrat (Figure 02b).

v Les thalles fruticuleux sont des thalles en lanieres ou tiges plus ou moins
ramifiées, dressés ou pendants et adhérent au substrat par une surface réduite (Figure 02c).

v Les thalles complexes ou thalles composites sont formés d’un thalle primaire
plus ou moins liacé et adhérent au substrat, sur lequel se développe un thalle secondaire
dressé plus ou moins ramifié ou en forme de trompette (podétion) (Figure 02d).

v Les thalles squamuleux se présentent sous forme de petites squamules ou

écailles pouvant se chevaucher partiellement (Figure 02e).

v Les thalles gélatineux sont noirs et cassants a 1’état sec, ont une consistance
gélatineuse a I’état humide. ils peuvent étre foliacés, squamuleux, crustacés ou fruticuleux
(Figure 02f).

v Les thalles lépreux ressemblent a de la poudre se détachant facilement du

substrat (Figure(2g).
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Figure 02 : Principaux types de thalles lichéniques

5.2.Les cils : augmentent la surface du lichen pour que I’algue capte mieux la lumiére

du soleil et pour que le champignon absorbe plus facilement I’eau atmosphérique.
5.3.La rhizine : permet la fixation au substrat.

5.4.Les poils : trés fins et a peine visibles a I’oeil nu retiennent 1’eau et jouent un role

protecteur contre le soleil.

5.5. Les pseudocyphelles : petites ouvertures a la surface du thalle. Elles

permettent les échanges gazeux avec I’atmosphere (Gregory et Dimijian., 2003).
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6 . La reproduction

Les lichens sont capables de se reproduire selon deux modes : soit par reproduction
végétative, soit par reproduction sexuée (rencontre des spores fongiques avec un
photobionte).chez la majorité des lichens, la reproduction sexuée est tres largement

prédominante (Murtagh et al., 2000).
6.1. reproduction sexuée (champignon seul)

Les apothécies sont des organes qui indiquent la reproduction sexuée. La reproduction

sexuée se déroule en deux phases :

e Dans le mé€me thalle, des « hyphes + » et des « hyphes - » (sortes de filaments du
champignon) fusionnent et forment des boutons appelés apothécies qui vont produire des
spores.

e Ces spores facilement transportées par le vent vont constituer de nouveaux des hyphes
asexuées qui devront capturer et emballer une algue présente dans le milieu de fagon a

pouvoir donner naissance a un nouveau lichen.

Cellules
d’algues
dans le

S ——— 77/ 7 7 R T A 4

Hyphes maéles Nouveau
lichen

Figure 03 : Reproduction sexuée (champignon seul)
6.2. Reproduction asexuée (algue associée au champignon)

Les sorédies et les isidies qui contiennent a la fois le champignon et ’algue se
réimplantent facilement et finissent par donner un nouveau thalle. Ces différents modes de
reproduction permettent de coloniser de nombreux lieux. La reproduction asexuée s’accomplit

selon deux modes :
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Figure 04 : Reproduction asexuée par sorédies

Nouveau

Le thalle se déchire et laisse pousser des sortes de bosses appelées soralies de couleur
différente de la surface du thalle. Ces soralies émettent de petits granules légers appelés
sorédies qui se séparent facilement du thalle puis sont transportées par le vent ou les animaux.

Les sorédies permettent la colonisation de nouveaux lieux parfois tres éloignés.

1
ey Nouveau
lichen

Figure 05 : Reproduction asexuée par isidies

Le thalle émet des petits bourgeons de la méme couleur que la surface du thalle appelés
isidies. Ces isidies se détachent mais, plus lourdes, elles tombent a proximité et permettent la

colonisation d” un méme endroit (ex : parois rocheuses ou murs).

7. Les métabolites des lichens

Les lichens produisent une large variété de composés organiques divisés en deux

groupes principaux : les métabolites primaires et les métabolites secondaires :

10
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7.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires regroupent les protéines, les lipides, les polyols, les
polysaccharides, les pigments (chlorophylles, xanthophylles, caroténes...) et autres composés
organiques intervenant dans le métabolisme et la structure des lichens (Podterob., 2008 ;
Mitrovic et al., 2011) ; ils sont produits par le champignon et le photobionte (algue verte ou
cyanobactérie). ils ne sont pas spécifiques aux lichens et sont également retrouvés chez les
champignons, les algues et plantes supérieures. Les polysaccharides, en particulier, ont fait
I’objet d’études démontrant leurs activités biologiques, notamment antitumorale,
immunostimulante et antivirale (Olafsdottir et Ingolfsdéttir., 2001 ; Omarsdottir et al.,

2007).
7.2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des substances originales divisées en plusieurs familles
et sont principalement responsables de I’aptitude des lichens a se développer dans des
conditions extrémes.lls représentent en moyenne 5 a 10 % de la masse seche du thalle
(Jusqu’a 20 %) (Shukla et al., 2010), et sont généralement excrétés des cellules fongiques
pour former des cristaux a la surface du thalle. ils peuvent également étre accumulés au
niveau de la médulle, du cortex supérieur ou d’organes spécialisés tels que les fructifications

(Oksanen, 2006).

Asahina et Shibata ont été les premiers a proposer la classification des métabolites
secondaires lichéniques sur la base des voies de biosynthése (Asahina et Shibata., 1971),

décrites par la suite dans la littérature (Culberson et Elix., 1989).

11
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Tableau 01 : récapitule ces différentes voies de biosynthése décrites dans la littérature

pour les composés secondaires lichéniques

Voie de biosynthése Type de composé Nombre de
composé
Acide mevalonique Di-, sesquiter-, et tri-terpénes 88
Stéroides 33
Acetatepolymalonate Anthraquinoneset dérivés 52
Xanthoneset bis-Xanthones 78
Chromoneset Chromanes 13
Acide aliphatiques 56
Depsones 8
Depsidoneset diphényléthers 131
Dibenzofuranes ,acide usnique et 29
dérivés
32
Monoaromatique phénoliques
207
Depside, tridepsides et benzyl esters
Acide shikimique
Terphénylquinones 2
Dérivés de I’acide pulvinique 13

12
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8. L’intérét de ’utilisation des lichens

Les lichens sont considérés comme une source potentielle des substances
pharmacologiquements actives. IIs sont utilisés depuis des sieécles en médecine traditionnelle
(Wahyuono et al., 1995). les lichens sont anti vomitive (calment les vomissements),
stomachique, fébrifuge et tonique (stimulant du systéme nerveux central), antianémique, anti-
inflammatoir (Bugni et Andjelic., 2009). Ainsi ils possédent des propriétés antibiotiques
permettant de combattre le bacille de Koch (tuberculose) et des propriétés antibactériennes,

notamment dans les infections intestinales (Podterob., 2008).

De nombreux lichens ont anciennement ét¢ utilisés comme colorants par I’artisanat puis
dans I’industrie textile. Ces especes étaient dénommées« orseille de terre » ou « orseille de

mer » selon leur lieu de ramassage (Mitrovi¢ et al., 2011).

Plusieurs lichens fournissent des extraits a odeur persistante, utilisés dans 1’industrie des

parfums, (Joulain et Tabacchi., 2009).

Du fait de leur sensibilité ou de leur capacité d’accumulation de polluants, les lichens
sont souvent utilisés comme bio-indicateurs. Tres peu tolérants vis a vis de gaz toxiques tels
que le dioxyde de soufre, ils disparaissent de ces zones polluées. La présence d’une grande
variété d’especes et leur abondance sont généralement indicatrices d’une bonne qualité de

I’air (Gombert et Asta., 2006 ; Thormann., 2006).

Les lichens produisent de trés nombreux composés chimiques qui leur sont propres et
qui sont susceptibles d’avoir des applications pharmaceutiques. Ainsi, certaines de ces
molécules ont une activité antibiotique ou anti-inflammatoire marquée ou bien encore des

propriétés photoprotectrices, (Karagoz et al., 2009).

9. Propriétés biologiques et applications des métabolites secondaires

lichéniques
9.1.Activités photoprotectrice

L’un des mécanismes de protection des lichens est la production et I’accumulation de

pigments corticaux capables d’absorber les UVA et UVB, préservant ainsi le partenaire

13
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photosynthétique des radiations excessives. il s’agit de caroténoides, de mélanines, de

composés phénoliques tels que les depsidones (acide lobarique, pannarine), les depsides
(atranorine, acide gyrophorique), diphényléthers (buelline), I’acide usnique, d’anthraquinones,
de xanthones (bisxanthones telles que les acides sécaloniques), ou de composés issus de la
voie de I’acide shikimique (acide vulpinique, calycine, mycosporines) (Rundel, 1978 ;

Nguyen et al., 2013).

Parmi les composés photoprotecteurs des lichens, la pariétine, une anthraquinone
présente chez les lichens des genres Xanthoria Caloplaca et Teloschistes, est largement
décrite dans la littérature. sa quantité au sein du lichen varie en fonction des saisons afin de
protéger le photobionte des fortes radiations solaires (Solhaug et Gauslaa, 1996 ; Nybakken
et al., 2004 ; Gauslaa et McEvoy, 2005 ; Vrablikova et al., 2006).

Les métabolites secondaires lichéniques peuvent intervenir dans la tolérance aux
pollutions notamment liées aux métaux lourds. Différentes substances lichéniques peuvent en

effet chélater de tels atomes comme les acides psoromique (Purvis et al., 1990)
9.2. Effet allélopathique

Activités phytotoxique et antimicrobienne certains métabolites secondaires lichéniques
jouent également un role important dans la compétition car ils peuvent avoir une activité
allélopathique, c’est-a-dire qu’ils sont capables d’affecter le développement et la croissance
des lichens, des champignons, des mousses, des micro-organismes et des plantes voisins.

(Armstrong et al., 2007).

L’effet alléopathique des composés lichéniques peut se manifester de différentes
manieres : il peut s’agir d’une activité phytotoxique et/ou antimicrobienne.concernant
I’activité phytotoxique, des études ont mis en évidence que les acides usnique, vulpinique,
squamatique et évernique sont capables d’inhiber la germination des spores de certaines
especes de mousses (Giordano et al., 1997 ; Favero-Longo et Piervittori, 2010) et des
graines de certaines plantes (Cardarelli et al., 1997).L’acide usnique I’émodine, ’atranorine
ou encore la prunastrine sont décrits pour avoir un effet sur le développement et la croissance

de certaines plantes (Macias et al., 2007).

14
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9.3. Activité antibactériennes

Des nombreuses publications traitent notamment de 1’activité antimicrobienne de
’acide usnique sur plusieurs souches microbiennes dont Staphylococcus, Escherichia,
Pseudomonas, Bacillus pour les bactéries, une étude raporter sur 1 activité antimicrobiant de
I’extrait de deux lichen du nord d’ameriue Ramalina menziesii et Usneala pponica présent
une activité anti-bactérienne contre Staphylococcus aureus, Escherchia coli , et Pseudomonas
aureginosaavec MIC (concentration minimale inhibitrice) de 15,6 ug/ml (Gajendra et

al.,2013).
9.4.Activité antifongique

Certains métabolites secondaires peuvent étre actifs sur différentes souches de
champignons et de levures. L’acide (+)-usnique, isolé du lichen Usneaflorida, montre une
activité antifongique sur Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum et trichophytonment
agrophytes avec des CMI entre 100 et 250 pg/ml (Schmeda Hirschmannetal.,2008). aussi, il
inhibe la croissance de Fusarium moniliforme (Cardarelli et al., 1997) mais il a également un
effet antifongique intéressant sur Candida orthopsilosis et C.parapsilosis a 1’état planctonique

et de biofilm (Pires et al., 2012).
9.5. Activité antioxydante

De nombreux travaux se sont orientés vers la recherche d’antioxydants naturels. Au sein
du lichen, les métabolites secondaires, dont les depsidones et depsides, généralement plus
antioxydants que 1’acide usnique (Hidalgo et al., 1994 ; Lohézic-Le Dévéhat et al., 2007),
jouent un role contre le stress oxydatif. ces molécules peuvent trouver des applications en tant

que conservateurs ou photoprotecteurs dans les cosmétiques (Thadhani et al., 2011).

L’activité antioxydante regroupe différents modes d’action tels que la capacité a piéger
les radicaux libres pouvant étre engagés dans la peroxydation lipidique, et I’aptitude a réduire

des métaux impliqués dans des réactions générant des radicaux.

D’autres travaux ont mis en évidence une activité sur les radicaux oxyde nitrique et

superoxyde mais une absence d’activité sur le DPPH (Thadhani et al., 2011 ; Brisdelli et al.,

15
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2013). enfin, dans certaines conditions expérimentales, 1’activité pro-oxydante de 1’acide

usnique a été démontrée (Kohlhardt-floehr et al., 2010 ; Atalay et al., 2011)
9.6. Activité anticancéreuse

Certains métabolites présentent une activité antiproliférative et cytotoxique vis-a-vis de
plusieurs lignées cellulaires cancéreuses humaines et murines. de maniere générale, les
mécanismes d’action sur les cellules cancéreuses incluent 1’arrét du cycle cellulaire,

I’apoptose, la nécrose et I’inhibition de 1’angiogenese (Shrestha et al., 2013).

Selon une étude effectuée sur des cellules de carcinome de poumons humains,
I’administration de nanocapsules contenant de 1’acide usnique permettrait d’améliorer la

biodisponibilité de ce composé et de diminuer son hépatotoxicité(Santos et al., 2005).
9.7. Activité antivirale

L’activité antivirale de 1’acide usnique a été démontrée par quelques travaux. les extraits
¢thanoliques de différentes espéces d’Usnea, riches en acide usnique, sont actifs sur le virus

de I’herpes simplex de type 1 (HSV1) et le poliovirus de type 1 (PV1) (Perry et al., 1999).

L’activité antivirale de I’acide (+)-usnique a été mise en évidence sur le papillomavirus
(étude linique) (Scirpa et al., 1999), sur le polyomavirus chez la souris (Campanella et
al.,2002), et sur I’arenavirus JUNV responsable de la fievre hémorragique d’ Argentine (Fazio

et al.,2007).
9.8. Activité anti-inflammatoire

Peu d’études sont décrites concernant I’activité anti-inflammatoire . des travaux
effectués sur des rats ont démontré que I’acide (+)-usnique possede une efficacité significative

et similaire a celle de I’ibuproféne (étsuka et al., 1972 ; Vijayakumar et al., 2000)
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I1 .Generalite sur Xanthoria parietina

1.Description

L'espece a été décrite pour la premiere fois par Linné en 1753, sous le nom de Lichen
parietinus est un champignon Ascomycéte lichénisé par une chlorophycée (Algue verte

unicellulaire) du genre Trebouxia.

Le genre Trebouxia est surtout connu comme un important photobionte du lichen
(partenaire photosynthétique du thalle lichen), bien qu'il puisse également vivre librement sur
des surfaces telles que 1'écorce des arbres. Une espece britannique vivant en liberté, 7.
arboricola Puymaly, est connue comme une algue terrestre commune sur le sol, les troncs

d'arbres, les clotures en bois, les murs et autres ( John et al. , 2002).
2. Morphologie

Xanthoria parietina est un lichen d'assez grande taille, dont le diameétre des thalles
individuels dépasse rarement huit centimetres, mais peut exceptionnellement atteindre une
quinzaine de centimetres. L'espece peut toutefois occuper des surfaces considérables, de
nombreux thalles pouvant coexister sur un méme support, voire confluer en plaques étendues

(Smith. C-W et al., 2009).

Il s'agit d'une espece foliacée dont les lobes, disposés en rosette, sont le plus souvent
appliqués sur le substrat. L'extrémité des lobes est large et arrondie. Les rosettes ont parfois
un aspect plissé, en particulier chez les exemplaires agés. La face inférieure du thalle est
blanchétre et comporte quelques rhizines (fausses radicelles, issues de la soudure de poils,

fixant le thalle a son support).

La couleur de ce lichen varie du jaune a l'orangé. Cette coloration est due a la présence
dans le cortex d'une substance sécrétée par le champignon, la pariétine, un composé de la
famille des anthraquinones ( figure 06), L'intensité de cette coloration est trés variable, et 1'on
observe parfois, surtout a I'ombre, des thalles plus ternes, d'un gris-vert sans trace apparente

de jaune ( Smith.C-W et al.,2009).
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Figure 06 : Structure de la pariétine.
3. Reproduction sexuée

Le thalle, presque toujours fertile, est recouvert généralement en son centre d'apothécies
en forme de coupes orangées (couleur toujours plus foncée que le thalle et que leurs marges).
Les premiers stades de ces apothécies peuvent déja apparaitre sur de trés jeunes thalles

(Honegger, R. et al .,2004).

Ces structures, organes de la reproduction sexuée, donnent naissance a des ascospores,
disséminées par le vent, I'eau ou les féces des animaux qui se nourrissent des Xanthoria. Le
développement de nouveaux thalles a partir d'ascospores ainsi disséminées nécessite toutefois
la rencontre avec des cellules algales du genre Trebouxia, rares dans la nature (Meier. F et

al., 2002).
4. Répartition géographique

Xanthoria parietina est une espeéce cosmopolite, qui ne semble manquer que sur le
continent Antarctique : elle habite essentiellement les régions tempérées d'Europe, d'Asie,
d'Afrique, d'Amérique du Nord, d'Amérique du Sud et d'Australasie. Elle est cependant

absente des massifs forestiers du fait de son héliophilie marquée (Lindblom et al.,2006)

Une étude de phylogénie moléculaire portant sur des populations réparties dans le
monde entier met en évidence deux groupes dans 1'espece telle qu'elle est actuellement définie
: un premier ensemble groupant les populations de péninsule Ibérique, des Baléares et des
Canaries, et un second correspondant aux xanthories du reste du monde (Honegger et
al.,2004) L'hypothese selon laquelle X. parietina pourrait correspondre a un complexe

d'especes cryptiques n'est pas exclue (Scherrer, S. et Honegger, R., 2003).

18



Chapitre I :synthesbibliographique

5. Usages traditionnels

En raison de sa couleur jaune vif; il était utilisé par les guérisseurs médiévaux
(appliquant la théorie des signatures) pour soigner la jaunisse, la diarrhée et les maladies du
foie (Tiévant, P., 2001). En Andalousie, la médecine traditionnelle 1'utilisait pour les douleurs
menstruelles, les troubles hépatiques et comme analgésique (Gonzalez et al., 1995). En autre,
des études récentes ont révélé ses propriétés antivirales, notamment contre les virus de type

influenza

L'étude de la pollution atmosphérique d'origine automobile de la région d'Alger a été
réalisée au niveau de 32 sites. La teneur en plomb des thalles de Xanthoria parietina
(moyenne des mesures réalisées en été et en hiver) nous a permis d'établir une carte de
pollution par le plomb a quatre niveaux (inférieur a 80 ug/g, 80 a 160 ug/g, 160 a 320 ug/g, et
supérieur a 320 ug/g). Par ailleurs, 1'étude montre que la teneur en plomb dans les thalles
de Xanthoria parietina est relativement plus élevée en hiver qu'en été au niveau de la plupart
des sites étudiés.L'analyse statistique des données montre que I'accumulation du plomb par le
lichen est en relation directe avec l'intensité du trafic routier et la distance de la route

(Mohammed Rahali ,2002).

Etude de I’imprégnation de I’environnement de trois bassins de vie de la région Nord-
Pas-de-Calais par les éléments traces métalliques vers une nouvelle utilisation des données de
biosurveillance lichénique (Xanthoria parietin) du fait de leur longue persistance (Florent et

al., 2013).
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II1. Generalite sur L’inflammation

1. Définition

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des
stimulinocifs telle qu’une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation
fine,généralement bénéfique, elle conduit a I’¢élimination d’éventuels pathogenes et au retour

al’homéostasie du tissu 1ésé.

La réponse inflammatoire se déroule en quatre étapes : la reconnaissance des signaux de
danger, le recrutement de cellules sur le site d’infection, 1’élimination du pathogéne et la
résolution de I’inflammation conduisant a un retour a ’homéostasie et a la cicatrisation du

tissu 1ésé, en absence d’une résolution, s’installe une inflammation chronique (Barton,2008).
2. Les types d’inflammation

2.1. L’inflammation aigue

Elle est connue depuis fort longtemps et ses signes cardinaux elle releve de causes

vari€es traumatismes, infections, réactions a des substances inertes irritatives endogenes ou

exogenes, agents physiques...se constitue en trois phasess :

2.1.1. La Phase vasculair

I1 s’agit d’une vasoconstriction artériolaire, trés bréve de quelques secondes. elle est due
a I’action du systeme sympathique, est trés rapidement ressentie, puisqu douloureuse
,expliquée par la libération d’histamine, de sérotonine et de kinine, I’excitabilité des
terminaisons nerveuses en est la conséquence et va conforter le processus douloureux.cette
constriction n’est pas innocente sur les plaquettes présentes dans la circulation, laquelle est
perturbée. ces plaquettes vont alors s’activer trés vite a cette vasoconstriction, va faire suite
une vasodilatation des vaisseaux sanguins. le débit local est augmenté et la perméabilité des
capillaires est exacerbée, ce qui explique 1’extravasion des cellules sanguines (diapedese)

(figure 6).
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Ce qui explique en partie la constitution de la chaleur et de la rougeur la migration des

cellules s’accompagne d’un transfert de plasma qui crée I’oedéme (Kumar et al.,2007).

cellule résidente i?) INIT‘[AT‘[ON
activée (mastocyte) || effet = phase vasculaire
sz s vaso-actif
histamine
sérotonine plaquettes
o) *gg"" activées
congestion exsudat plasmatique  gonflement
(rougeur, douleur, gq minutes) (cedéme)

diminution du
débit sanguin

jonctions écartées
perméabilité augmentée

Figure 07 : la phase vasculaire de I’inflamation aigue
2.1.2. La Phase cellulaire (recrutement des leucocytes)

Les phénomenes vasculo-exsudatifs initiaux permettent l'arrivée dans le foyer
inflammatoire des leucocytes. les premiers sur place sont les polynucléaires. le plus souvent,
les polynucléaires sont progressivement remplacés sur le site inflammatoire par les cellules
monocytes. parmi celles-ci, les macrophages ont pour fonctiond'assurer la détersion grace a
leur capacité de phagocytose. il s'y associe des lymphocytes et des plasmocytes qui participent

a la réponse immune spécifique de l'antigene (Nathan, 2002).

ces cellules vont traverser la paroi, grace a de nombreux facteurs attractants comme
I’IL8.ces cellules vont en effet ingérer les éléments 1ésés. Cette fonctionn’est pas simple. elle
repose sur la dégranulation des composants internes de la cellule. Ceci conduit a la sécrétion
des protéases (€lastase et collagénase), et la libération des radicaux libres. (Charlesetal.,

2010).
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2.1.3. La Phase de résolution

La phase de résolution, dite de réparation, dépond du degré des 1ésions tissulaires. En
effet, dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éliminés par les PNNs
(poly nucleaire neutrophile), et les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaire sont
phagocytés par les macrophages. Les macrophages vont aussi sécréter des cytokines et de

mediateur qui vont induire la phase de cicatrisation et de régénération tissulaire.

Le retour a un état physiologique consiste dans un premier temps en la réparation de
I’endothélium par les cellules endothéliales elles-mémes. les macrophages vont participer a
I’angiogenese, mais ce sont surtout les fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les
protéines matricielles des tissus intercellulaires, comme le collagene, la fibronectine et la
milanine pour permettre la reconstruction des tissus. le systéme de 1’angiogenése est ainsi

remis au repos et la réaction inflammatoire peut s’éteindre (Weill et al., 2003).
2.2. L’inflammation chronique

Morphologiquement, 1'inflammation chronique est définie par la présence de
lymphocytes, macrophages, et plasmocytes dans les tissus. dans de nombreux cas, la réponse
inflammatoire chronique peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou
années). elle est considérée comme étre causé par I’engagement persistant des réponses
del’immunité innée et acquise, comme dans la polyarthrite rhumatoide. il est prouvé que les
macrophages dans ces 1ésions produisent une série de médiateurs pro-inflammatoires qui
inactivent les fibroblastes pour fixer le collagéne et activent les autres macrophages et

lymphocytes pour libérer des médiateurs responsables des réponses inflammatoires.

L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui
impliquent l'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui
vont spécifiquement entrainer 1'adhésion des lymphocytes et des monocytes, et permettent

leur transmigration dans le compartiment extravasculaire (Charles et al., 2010).

Tout comme dans la réponse inflammatoire aigué, les lymphocytes et les monocytes,
subissent un processus d'activation qui favorisent 1'adhérence et la transmigration de ces
cellules dans le compartiment extravasculaire. en tout type de réponse inflammatoire, les
différences entre les types de molécules d'adhésion exprimées sur les cellules endothéliales
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détermineront le type de leucocytes qui migrent (Nourshargh et al., 2006; Charles et al.,

2010).

3. Les anti-inflammatoires

3.1. les anti-inflammatoire non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, anti pyrétique

et antalgiques.

Actuellement, il y a plus de 50 différents AINS sont sur le marché mondial. le
mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, il repose en
grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclooxygénase, enzyme
qui permet la production de prostaglandine a partir de I’acide arachidonique. Cette
caractéristique commune a tous les AINS conduit a une diminution de la production des
prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2) (figure 08) importants médiateurs de
I’inflammation. L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINS semblait donc
jusqu’a récemment , devoir obligatoirement s’accompagner d’effets Favorables et déléteres

(Blain et al., 2000).

3.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. les glucocorticoides sont des
substances dérivées du cholestérol, dont la production est stimulée par I’ACTH libérée selon
un cycle nycthéméral par le lobe antérieur de I’hypophyse. dans les tissus cibles, les
glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs des glucocorticoides (GR) du cytoplasme de la
cellule. apres quoi, le complexe récepteur-ligand formé pénétre dans le noyau cellulaire ot il
se fixe a des nombreux éléments de réponse aux glucocorticoides dans la région du promoteur
des genes-cibles. le récepteur, ainsi fixé a la molécule d'’ADN interagit avec les facteurs de
transcription basiques, provoquant une augmentation de I'expression génique de genes-cibles
spécifiques. ce processus est appelé transactivation et conditionne la plupart les effets

secondaires métaboliques et cardiovasculaires des glucocorticoides.
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Le mécanisme opposé est appelé transrépression. le récepteur hormonal activé interagit
avec des facteurs de transcription spécifiques et prévient la transcription des génes-cibles. les
glucocorticoides sont capables d'empécher la transcription de tous les génes immuns, incluant

celui codant IL-2 (Barnes, 1998).(figure 08)

Phospholipides membranaires
l (Phospholipase A2)-
Acide arachidonique

GC|

INIYES] ——(Cyclo-oxygénase) ~ . ( Lipo-oxygénase )
o .
Endopeéeroxydes cycliques Endopeéeroxydes lineaires
( PG Synthétase :jf TbX Synthétase )
) x /_ ) ‘7 4 y ) '
(Prostacyclines )(Prostaglandines)( Thromboxanes ) ( Leucotriénes )

Figure 08: Mécanisme d’action des AIN et AINS

3.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le réegne végétal est trés vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. certains de ces composés phytochimiques ont des
propriétés anti inflammatoire. beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la

cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes (Barnes, 1998).
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I. Matériels et méthodes

1. La Récolte

Les lichens de genre xanthoria ont été récoltés le7 mars 2018 au niveau de ’université

des fréres Mentouri wilaya de Constantine a partir de troncs d’arbres (figure 09).

Figure 09 : photographies du lieu de récolte de lichen Xanthoria (Université
de Constantine 1, 2018)

1.2. Identification des lichens récoltés

L'identification des especes est d'abord effectuée par observation des caractéristiques
morphologiques générales, telles que 1a forme, la couleur, la hauteur, I’orientation des
extrémités et le type de ramification ces observations sont comparées avec la description des

espéces signalées par la littérature ( Ait hammou et al ., 2013 ; Marcel Vaillaud ,2011 ).

1.3. Séchage

Les lichens récoltés sont débarrassés d’éventuels contaminants (mousses, terre,
débris végétaux...). Puis, ils sont séchés, a I’air libre pendant environ 72 heures, et sont
réduits en poudre par broyage manuelle. En effet, le broyage permet d’augmenter la surface

de contact entre le solvant et le lichen, et ainsi de favoriser ’extraction des composés.
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2. Extraction par macération

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules chimiques contenant dans
Les lichens en utilisant des solvants organiques qui accélerent et augmentent le rendement

d’extraction (Dieu, 2015).

Les métabolites secondaires sont des molécules aliphatiques ou aromatiques de faible
poids moléculaire présentant un caractére hydrophobe. Lorsqu’ils sont extraits, ils
sont donc retrouvés principalement dans les fractions apolaires ou moyennement polaires.

L’extraction des métabolites secondaires est réalisée en tenant compte de La nature

du solvant, du temps et de la température d’extraction (Dieu ,2015).

L’extraction par macération consiste a faire tremper la biomasse dans un solvant

pendant 24 h ou plusieurs jours sous agitation mécanique et a température piece. La biomasse
est ensuite filtrée pour récupérer le solvant qui contient les produits naturels (Claudia

Carpentier, 2016).

On procede deux type d’extraction la premiére c’est une extraction classique par

I’acétone et deuxiéme extraction successive utilisant des solvants de polarité croissante.

2.1. Extractions classiques

Selon la littérature, ’acétone est classiquement utilisée pour I’extraction des métabolites

secondaires lichéniques et peut étre effectuée a température ambiante pendant plusieurs
heures (Vila et al., 2011) dans le cadre de ce travail, le choix de réaliser les extractions a
température ambiante a été faite, dans le but d’éviter la dégradation potentielle de

certains Composés (notamment des dépsides, sensibles a la chaleur).

2.2. Extractions séquentielles

Selon la littérature, différentes séries d’extractions peuvent étre réalisées en présence
d’heptane, hexane, toluéne, éther d’éthylique, dichlorométhane, tétrahydrofurane, acétone,

acétate d’éthyle, ou de méthanol (Verma et al., 2011 ; Millot et al., 2012).
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Dans ce travail, des extractions séquentielles, utilisant Ether d’éthylique (Culberson

et al., 1982), acétone (Asplund et Gauslaa, 2007), Méthanol (Rankovi¢ et al., 2008)

3. Protocole d’extraction

3.1. Extraction classique

L’extrait acétonique est préparé par 20 g de poudre dans 200 ml d’acétone macérée sous

agitation magnétique pendant 4 h a température ambiante. Cette macération est répétée
deux fois avec filtration du macérat sur un papier filtre et renouvellement du solvant chaque

24h.Apreés filtration, I’extrait acétonique est concentré a sec au moyen d’un évaporateur rotatif

(BUCHI) a une température 40 °C (Madi, 2010) Pour récupérer I’extrait brut (figure 10).
3.2. Extraction séquentielles

Une quantité de 20g de lichen, broyé, est macérée dans 200 ml d’éther d’éthyle pendant

24h a température ambiante puis filtré, sachant que chaque 24 heures, on filtre et on conserve

le sédiment encore une fois dans 200 ml d’acétone apres 24h filtre et encore une fois dans
200 ml de méthanol. A la fin ’extrait obtenu concentré a sec au moyen d’un évaporateur

rotatif (BUCHI) a une température 40 °C pour I’obtention d’un extrait sec (figure 10).

3.3. Parameétres calculés

Le rendement d’extraction R%

% = hoox

Sachant que :

Le poids de ’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein

(aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation) (Mohammedi, 2006).
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40 g de de matiere végétale
(lichen réduit en poudre)

20 g de de matiére végétale (lichen
réduit en poudre)

L V.4

200ml d acétone

L V4

Agitation manuelle 4h

24h puis Fllltratlon
regete 2 fois pendant 2 '|our

Evaporation a T=40°c

20 g de de matiére végétale (lichen
réduit en poudre)

200ml d'éther d'éthylique agitation
manuelle 4h. 24h puis filtration.

Le sédiment%ml d acetone
4h agitation ,24h filtration

méthanol(4h agitation ,24h filtration

82

Evaporation a T=40°c

| Le sédiment de | acétone +200ml |

Figure 10 : procédures d’extractions classiques et successives par les solvants organiques des

métabolites secondaires de lichens

4. Fractionnement des extraits par CCM

Le repérage des composés d’intérét au cours de la purification peut s’effectuer de

diverse maniere. Les méthodes les plus usitées sont le suivi par chromatographie sur couche

mince (CCM) (Lohézic-Le Dévéhat et al., 2007).

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges leurs constituants

; elle est basée sur les différences d’affinité des substances a L’égard de deux phases, ’une

stationnaire ou fixe présentée par plaque de silice, I’autre mobile nommée éluant
b

(Richardson, 2002).
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La CCM est efficace, rapide et associe la sensibilité a la simplicité lorsque

les conditions sont bien déterminées (Wink, 1999).
4.1. Mode opératoire de CCM

e Préparation de la phase mobile

La phase mobile (éluant) est constituée par un mélange des solvants organique
L’élution est commencé avec des solvants peu polaire puis pour suivie par des

solvants plus polaire.

On a utilisé un systeme solvants composé de toluéne, acétate d’éthyle et acide formique
(Srinivasa et Mohammed, 2013) avec des volumes distribués respectivement comme suit :
70/20 /5 ml

On remplit la cuve chromatographique du mélange de solvants (70 ml de toluene/ 20 ml

acétate d’éthyle /5 ml acide formique). Puis on la recouvrit, afin que I’atmosphére

dans la cuve reste saturée en vapeurs d’éluant.
e Dépot de I’échantillon

Sur la plaque chromatographique (20 cm sur 20 cm), on a tracé au crayon de papier un
trait horizontal a 1 cm environ du bord inférieur et repérer la position de dépdt (deux
dépot) .on a déposé sur la ligne a ’aide d’une micropipette 20 pl de chacun des extraits et on

a aussi tracé le front d’élution a 1cm du bord supérieur.

4.2. Développement et élution

La plaques chargée d’échantillons ont été séchée a I’aide d’un séche-cheveux

avant de la placée dans la cuve qui est bien fermée avec un couvercle adhésif.

Lorsque I’élution s’approche de la limite du bord supérieur a 1 cm qui représente le

front du solvant, ce dernier est marqué avec un crayon, les plaques sont retirées directement

de la cuve. Apres séchage, des différents spots sont observés a I’eeil nu, sous UV (254nm) et

apres révélation chimique.
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4.3. Révélation chimique

Le principe est de mettre en contact de la plaque un réactif spécifique qui donne une

coloration spécifique par réaction chimique. Cette révélation est réalisée comme suivant

° La Vanilline sulfurique

1g de vanilline + 2ml d’acide sulfurique dans 100ml de méthanol

Pulvérisation

Apparition de plusieurs colorations en fonction de type de composés

Figure 11 les étapes de la révélation chimique par la vanilline sulfurique

du chromatogramme de CCM des extraits de Xanthoria (Lhuilier, 2007).
4.4. Les parametres calculés

Les spots sont repérés et les distances parcourues sont mesurées, les rapports frontaux

(Rf) sont calculés par I’équation suivante :

!

5. Screening phytochimique de I’extrait végétal

Ce terme screening, correspond a une technique de « criblage » ¢’est-a-dire la
recherche systématique des produits naturels ce sont aussi des essais chimiques de caractérisation

porté sur la recherche dans les différents extraits des principaux groupes chimiques.
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Ce teste consiste a détecter les différents composés chimiques existants dans les deux
extraits de Xanthoria par des réactions qualitatives. Ces réactions sont basées sur des
phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques. Ces derniéres
permettent de définir la présence ou non de quelques métabolites secondaires. Nos essais
ont été faites en utilisant principalement des réactions en tube et nos les résultats sont

qualitatifs classés en (-) : test négatif. (+) : test positif.
5.1. Test de Liebermann-Burchard

Les stéroides et les polyterpenes ont été recherchés par la réaction de Liebermann-
Biirchard (1890) qui consiste a ajouter quelques gouttes d'anhydride acétique et d'acide
sulfurique concentré a la solution chloroformique (Nath et al, 1946). L'évolution de la
coloration est observée pendant 1h. La coloration verdatre dénote la présence des stérols,

Tandis que I'apparition d'un anneau rouge ou violet indique la présence de tri terpénes.

5 ml de chacun des deux extraits (acétonique et trois solvants) ont été évaporés sur bain

de sable. Le résidu est dissout a chaud dans 1 ml d’anhydride acétique ; ajouter 0,5 ml d’acide

sulfurique concentré au triturat.
5.2. Test au chlorure ferrique

La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) a permis de caractériser les polyphénols et les
tanins. A 2 ml de chaque extrait (acétonique, trois solvants EAM), nous avons ajouté une
goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%. L’apparition d’une coloration
bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la présence de polyphénols.
L’apparition de coloration bleuatre dénote la présence de tanins de type galliques (Dohou
et al, 2003). Tandis que I’apparition d’un précipité de couleur vert-noir indique la

présence de tanins de type catéchiques.
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6. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire des deux
extraits de Xanthoria parietina

6.1. Animaux

19 rats femelles de souche Wistar Albinos, agées de un mois, pesant entre 80-150g
fournis par I’animalerie de I’université des frére Mentouri Constantine repartis en 3 lots
homogenes de 5 rats et le quatriéme lot témoins de 4 rats. Tous les animaux ont acces libre a

la nourriture et a ’eau.
6.2. Réactifs

Solution de formol a 1%, solution Nacl 0,9%, extrait acétonique et extrait de

trois solvants (éther d’éthylique, acétone, méthanol).

Acide 2-[2-(2,6-dichlorophenyl) amnophényl] éthanoique (Diclofénac) comme anti-
inflammatoire non stéroidiens (ANS) de référence dont la structure est comme suit (figure

12)

Cl O Na’

ZT

cl

Figure 12 : Structure chimique de Diclofénac sodique (Brignon, 2012).
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6.3. Appareillage

Pied a coulisse (Fisher scientific) pour mesurer le volume de la patte de rat (figure 13).

Figure 13 : pieds a coulisse Fisher scientifique

6.4. Protocole expérimentale

L’activité anti inflammatoire est évaluée par la provocation un eedéme dii a l'injection
dans I'aponévrose de la plante du pied d’une solution de formol a 1% (Sen et al ., 1991).
L’inflammation est induite par Injection de formol au niveau du coussinet plantaire de la patte
arriére gauche de rats. L.’eedéme causé par cet agent phlogogéne sera traduit en volume et
mesuré a I’aide d’un pied a coulisse ce qui permet de suivre I’évolution du processus

inflammatoire (Winter et al 1962).

Les rats sont repartis en quatre lots de cinq rats, tous les rats ont été mis a jeun 24h
avant ’expérimentation. En effet on utilise un lot témoin (eau physiologique), lot control
(anti inflammatoire de référence) et deux lots traités (un lot recoit I’extrait acétonique et

I’autre Lot recoit I’extrait des trois solvants) (Figure 14).

Lot Témoin : Les rats de ce lot recoivent la solution véhicule (eau physiologique) Par

voie intra-péritonéale (IP), 30 min avant ’injection de formol (0,05ml) L’administration de

Nacl 0,9 % se fait a raison de 1ml /100g.
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Lot Control : Les rats de ce lot ont été traités par voie (IP) avec un Anti inflammatoire

non stéroidien utilisé en thérapeutique Diclofénac, 30 min avant ’injection du

formol (0,05ml). L’administration de I’anti-inflammatoire se fait a raison de Smg /kg.

Lot Traité A : L’extrait acétonique a tester est administré aux rats par voie (IP) a

raison de 200 mg /kg ; 30 min avant ’injection de formol (0,05 ml)

Lot Traité B : L’extrait de trois solvants (E.A.M) a tester est administré aux

rats par voie (IP) a raison de 200 mg/kg ; 30 min avant I’injection de formol 1%.

Le suivi de I’évolution de I’cedéme se fait par mesure des deux pattes : une patte
traitée P(t) et une patte non traitée P(nt), et ceci a 0. 30, 60, 180 mn apres injection du

formol 1 % (Rahmani et al., 2016).

6.5. Les parameétres estimés

L’activité anti-inflammatoire des extraits testés et son évolution ont été estimés par la
détermination des pourcentages moyens d’inhibition de I’cedéme, calculés suivant la formule

V4
% ! h =—e-- X —é
v Vo représente le volume de la patte a t=0 (avant injection du formol),
v V¢ représente le volume de I’eedéme

7. Analyse statistique

Toutes les mesures expérimentales sont exprimées en tant que moyenne d'écart

type (moyen * d'écart type), et sont calculé a I’aide de Microsoft Office Excel 2010.
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Rat wister femelle

] N=19
1
I I I I
Lot Témoin Lot Traité B Lot Traité A Lot Control
| N=4 | |  N=5 | | N=5 | | N=5 |
I'eau extrait de trois extrait . ,
. ) L. Diclofénac
physiologique solvants acétonique
|1mI/100mg__| |200mg/1kg_| |200mg/1kg_| |5mg/1kg |

Injection sous le coussinet plantaire de la patte postérieur gauche

Evolution de la papule d’inflammation au cours de trois temps 72

heure, 1h, 3H aprés ’'injection

Pourcentage d’inhibition % de I’cedéme

Figure 14 : Schéma présentant la procédure suive dans le test de I’activité anti-

Inflammatoire de Xanthoria parietina
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Il. Résultats et interprétation

1. Identification des lichens récoltés

Lichen récolté possede un thalle de couleur jaune-orangé, sous forme d’une plaque
foliacée circulaire, le thalle a lobe large et plat mesure un diamétre 7 mm avec des bords cassant
et se détachant rapidement du substrat, dans notre cas de (figure 15) et tronc d’arbre.

Les apothécies sont nombreuses, souvent regroupés au centre, leur diameétre peut
atteindre 0.5 a 2 mm, le disque est de couleur orangée au centre et le rebord est jaune, on

parle alors de Apothécie a rebord thallin.

Toutes ses caractéristiques correspondent en comparants avec les données de

la littérature a I’espéce Xanthoria parietina

Apothécies centrés
orangés

Thalle a lobe arrondis
et plat jaune

Figure15 : Xanthoria parietina récoltée de I’université des fréres Mentouri Constantine
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2. Classification botanique de Xanthoria parietina

Tableau02 : classification botanique de Xanthoria parietina (L.), Beltr. (1858)

Regne Fungi

Division Ascomycota
Sous-embranchement Pezizomycotina
Classe Lecanoromycetes
Ordre Teloschistales
Famille Teloschistaceae
Genre Xanthoria

Espéce Xanthoriaparietina

3. Rendements d’extraction R%

Les rendements massiques des extraits obtenus par extractions successives et

par Extraction classique a I’acétone sont présentés dans ( tableau 03)

Tableau 03 : Rendement massique % obtenus par extraction séquentielle et

extraction classique de Xanthoria parietina.

Extrait EAM Extrait A
Poids sec (g) 2.24 2
RE % 11.2 10

EAM : éther d’éthyle + acétone + méthanol

A: acétone

Lfextraction, qui a pour but la désorption des molécules d‘intérét des sites actifs de la

matrice végétale, est primordiale puisqu‘elle déterminera la nature et la quantité des
Molécules extraites et par conséquent le succes des étapes suivantes de notre expérience.

L’extraction avec trois solvant de polarité croissante a permis d’avoir un rendement plus au
moins important par rapport a I’acétone (11,2% vs10%) qui est utilisé depuis longtemps

Pour extraire les composés secondaires des lichens.
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L

L’éther d’éthyle, I’acétone et le méthanol sont des solvants a polarités différente, la
1égere différence dans le RE% obtenus serait probablement due a la nature du solvant, sa
Polarité, le PH du milieu, la température et le temps d’extraction.

Les composées secondaires de lichen sont de natures tres variée et de polarité différente,
I’emploi d’extraction séquentiel permet d’optimiser I’extraction des métabolites secondaires

Bioactifs.
4. Analyse des chromatogrammes par CCM

Les résultats des chromatogrammes sont illustrés dans la (figure16) I’analyse

des chromatogrammes est regroupée dans le (tableau04)

'N Le spot 3

A : (détection aux visibles)B : (a A= 254 nm) C : (détection apres révélation)
Figure16 : Analyse par CCM de ’extrait acétonique EA, et trois solvants EAM avant la

révélation (A) .Observation sous UV (254 nm) (B), puis révélation par vanilline sulfurique(C)

L’analyse des profils chimiques des deux extraits de Xanthoria parientia par
chromatographie sur couche mince révele I’influence du solvant d’extraction sur la quantité des
métabolites secondaires isolés par conséquent six spots ont été révelés dans 1’extrait a

Trois solvants a polarité croissante contre sept spots détectés dans le chromatogramme

de I’extrait acétonique.
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Nos résultats rejoints les hypotheses formulées précédemment que 1’extrait acétone
Renferment une diversité de métabolites plus importante que les extraits d’autres

solvants d’extraction.

Tableau 04 : Résultats des chromatogrammes de deux extraits (acetonique et trois

Solvants) obtenus par CCM de 1’espéce Xanthoria parietina

Extrait acétonique Extrait de trois solvants

RF CR RV RF CR RV
NS NS

0,37 Jaune foncé | Mauve 0,37 Jaune foncé | Mauve
1 1

0,57 Jaune claire | Mauve claire 0,57 Jaune claire | Mauve claire
2 2

0,74 Gris claire Mauve claire 0,79 jaune Vert claire
3 3

0,79 Jaune Vert claire 0,83 gris Vert foncé
4 4

0,83 Gris Vert foncé 0,84 jaune Jaune
5 5

0,84 Jaune Jaune 0,92 orange Mauve foncé
6 6

0,92 Orange Mauve foncé / / /
7

NS: numéro des spots
RF : rapport frontaux
CR : couleur avant la révélation

RV : couleur apres révélation a la vanilline sulfurique

On constat a partir des résultats du (tableau04), que le nombre de spots varie en
fonction de I’extrait testé ces spots se distinguent entre eux par la valeur du rapport

frontal (Rf) et de leurs colorations avant et apres révélation pour chacun des extraits.
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T
Dr’ailleurs six spots sur sept sembleraient étre les mémes composés secondaires

Obtenus avec les deux solvants d’extraction en tenant compte de la couleur du spot (soit avant

ou apres révélation) et le Rf. la différence est porté par le spot numéro trois obtenus
avec I’extraction acetonique qui posséde un Rf =0,74 (figure16) Une couleur gris clair
aux visibles et mauve clair apres révélation.

D’apres ces résultats préliminaires, 1’acétone s’avére €tre le solvant le plus approprié. En

effet, Si les trois solvants utilisés permettent I’obtention d’extraits avec des profils chimiques

similaires, L’acétone et semble extraire une plus large gamme de composés.

5. Résultats du Screening phytochimique

Les résultats du screening phytochimique des deux extraits obtenu soit par macération

acétonique soit macération E.A.M, sont regroupés dans le (tableau05)

Tableau 5 : Résultats du screening phytochimique des deux extraits de Xanthoria

parietina
Tests effectues Teste Liebermann-Biirchard Test au chlorure ferrique
Extraits Couleur | Résultat | Discussion | Couleur Résultat | Discussion
Extrait acétonique Verdatre + | Présence Verdatre + | Présence
des Stérols des
- Absencede Polyphénol
sterpenes Et Tanins
catéchiques
Extrait 3 solvants Verdatre + Présence + | Présence
des Stérols des
- Absencede Polyphénol
sterpenes s et Tanins
catéchiques

(+) : test positif

(-) : test négatif
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Le screening phytochimique de Xanthoria parietina a révele la présence de

stérols, poly phénol et tanin catéchiques et 1’absence de terpeénes.

Cette approche a été effectuée afin de prospecter la présence des métabolites

secondaires dans les deux extraits de Xanthoriaparietina, il s’avére, d’aprés nos

données exposées dans le (tableau 05), que I’extrait (EAM) de Xanthoria ainsi que

I’extrait (A) permettent d’isoler les mémes types de composés secondaires.

La littérature rapporte, qu’il y aurait environ 1050 métabolites spécialisés décrits chez

les lichens et de nombreux autres restent encore a caractériser.

6. Résultats d’évaluation de I'activité anti-inflammatoire sur les

rats

Tableau06 : Evolution du volume de I’cedéme de la patte postérieur gauche du rat

Wistar apres injection de formol 1% chez les groupes : témoin, control et traité

Evolution du volume de I’eedéme de la patte (mm?)

T=0h Y2 h 1h 3h
Lot témoin 4.725 £ 0.221 5.325+£0.499 5.925 £ 0,340 6,7 £1.202
Lot control 5.08 £0.263 6,48 £0.370 5,76 +0.357 5,42 +0.370
Lot traité A 5,58 £0.408 7.22 £0.756 6,34 £0.614 6,18 +0.496
Lot traite EAM [4.76 +0.461 5,68 £0.722 5,56 £0.709 5.5 £0.667
A: acetone

EAM: ether + acetone + methanol

L’étude a été congue pour évaluer l'activité anti-inflammatoire des extraits de la plante

Xanthoria parietina, Les expériences ont été réalisées sur le modéle de 'cedéme de la patte

Des rats induits par le formol a 1%.

Nos résultats montrent une augmentation importante du volume de 1’cedéme de patte

postérieure gauche chez le groupe témoin ce qui traduit la réponse inflammatoire aigue

locale vis avis de 1’agent phlogogene (formol a 1%) avec un volume d’cedéme maximum de

6,7 = 1.202mm? a la troisiéme heure (tableau 06)
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En ce qui concerne le lot control le volume d’cedéme a atteints son maximum aprés une
demi-heure de I’injection du formol 1% avec 6.48+ 0.370 mm? ; On observe une baisse du
Volume de la patte, apreés une heure, ce qui caractérise 1’effet du Diclofenac, I’anti
inflammatoire de référence dans notre expérience. L’administration préventive de Diclofenac
a réduit I’cedéme de facon progressive.

On observe chez lot traite par 1’extrait acetonique de Xanthoria parietina une baisse du
volume d’cedéme de la patte une heure apres I’injection du formol 1%, pour atteindre un volume

de 6,18 + 0.496 mm? aprés 3 heure. L’extrait A a réduit progressivement I’cedeme

On remarque chez le lot traite avec I’extrait EAM de Xanthoria parietina,
une diminution de I’cedéme de la patte de 5,68 + 0.722 mm? (aprés une demi-heure

de ’administration de formol) jusqu’a 5.5 = 0.667 mm? apres 3 heure.

Tableau07 : Pourcentage d’inhibition du volume d’cedéme de la patte sous 1’effet

des deux extraits de Xanthoria parietina compare aux Diclofenac

Le pourcentage d’inhibition du volume d’cedéme

Oh Y2 h 1h 3h
Lot control 0% -133% 43% 82%
Lot traité A 0% -63% 36% 69%
Lot traité

0% -53% 33% 62%
EAM

Le pourcentage d’inhibition du volume d’cedéme par le Diclofénac est de 43% aprées 1h et

atteint un pourcentage de 82% apres 3h c’est I’effet anti inflammatoire de référence dans
Notre expérience (tableau 07)

Le traitement par les extraits de xanthoria parietina atteints d’inflammation aigue traduit un
effet anti inflammatoire préventif avec un pourcentage d’inhibition variant de 62 a
69 %

Le % d’inhibition de I’inflammation provoqué par I’extrait de Xanthoria parietina est inferieur
a I’effet de Diclofénac qui est égale a 82%, Cela pourrait étre en rapport avec la dose

Utilisée des extraits.
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Les résultats obtenus a l'issu des tests anti-inflammatoires montrent que I’extrait A de
Xanthoria parietina, réduisent de fagon appréciable I'cedéme induit par le formol paraport
L’extrait de trois solvants administré au lot EAM. Cela pourrait étre en rapport avec le type

de solvant d’extraction par ailleurs la nature de métabolites secondaires isolés.

Peu d’études sont décrites concernant I’activité anti-inflammatoire des composés bioactifs
des lichens. Des travaux effectués sur des rats ont démontré que 1’acide usnique posséde une

efficacité significative et similaire a celle de ’ibuproféne (Vijayakumar et al.2000).
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Conclusion

Conclusion

Dans le but de I’identification et la caractérisation des especes de lichens riche en
métabolites secondaire bioactive nous avons procédé a une récolte au hasard de lichen puis
procédé a plusieurs analyses qualitative (a savoir extraction, CCM, screening phytochimique)
et biologiques (recherche d’activité anti-inflammatoire) pour répondre a notre objectif.

L’identification morphologique nous a permis de distinguer la Xanthoria parietina qui
est un organisme singulier résultant de I’association entre un champignon ascomycete et une
chlorophycée de genre Trebouxia.

L’extraction des métabolites secondaires est réalisée en tenant compte de la nature du
solvant, du temps et de la température d’extraction. Le meilleur rendement était obtenu avec
extrait de trois solvants.

Le fractionnement des extraits Xanthoria parietina avec la CCM a révélé la présence de
différents composés chimiques. Confirmer ensuite avec le screening phytochimique, par des
tests colorimétriques, qui ont mis évidence la présence de stérols, tanins et polyphénols
susceptibles de provoquer des activités biologique recherchées.

Il semblerait que I’extrait acétonique de Xanthoria parietina posséde un effet anti-
inflammatoire (préventif) suite a 1’injection du formol 1% dans le coussinet plantaire du rat
compare a I’effet de Diclofénac.

A lissue de ce travail, nous percevons que les lichens sont des organismes
particulierement intéressants a étudier compte tenu des relations établies entre plusieurs
organismes différents (champignons, algues, cyanobactéries) mais aussi la production de
métabolites bioactifs qui présente plusieurs applications biologiques d’intérét thérapeutique.
Pour meilleure connaissance des métabolites secondaire, 1’isolation et I’identification est le
meilleur moyen pour cibler la recherche et connaitre la structure des nouvelles molécules et
tester leurs roles biologiques

Aujourd’hui D’isolation des métabolites secondaire et I’identification de produits
naturels des lichens emploient de nouvelles techniques de haute performance et un gain de
temps irréprochable principalement I'HPLC, les systémes de détection les plus communément
utilisés sont les détections par absorption dans I‘ultraviolet visible (UV-vis), fluorescence,
diffusion de lumiere électrochimie (DEDL), spectrométrie de masse (MS) et résonnance

magnétique nucléaire (RMN).
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Annexes

1. Calcule du Rendement d’extraction

1.1Extrait de trois solvants EAM
R% = (279,79 - 277,55) / 20 x 100

R% =11,2%

1.2Extrait acétonique
R% = (279,55-277,55)/20x100

R% = 10%

a b c

Annexe 01: Les étapes d’extraction classique par 1’acétone a : macération et agitation

magnétique b : filtration ¢ : évaporation par évaporateur rotatif
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a

Annexe 02 : Développement de CCM a : dépots de deux extraits b : cuve d’éluant

2. Rapport frontaux de profile chimique CCM

a. L’extrait acétonique
Rf1=6,3/17=0,37

Rf2=9, 8/17=0, 57
Rf3=12, 7/17=0, 74
Rf4=13, 5/17=0, 79
Rf5=14, 2/17=0, 83
Rf6=14, 3/17=0, 84
Rf7=15,7/17=0,93

b. ’extrait de trois solvants
Rf1=6,3/17=0,37
Rf2=9,8/17=0,57
Rf3=13,5/17=0,79
Rf4=14,2/17=0, 83

Rf5=14,3/17=0, 84
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Rf6=157/17=0,93

2. La préparation des solutions

v" Solution alcoolique de FeCl3 a 2%

Mélanger 2 ml de FeCls dans 100ml de méthanol.

3. Tableaux de I'activité anti-inflammatoire sur les rats

Annexe 03 : Lot témoin .Apres injection de formol a 1% dans la patte arriere gauche du rat

Evolution de la circonférence de la patte (mma3)

Avant traitement 30 min 1h 3h
1 4.8 5 5.6 6
2 4.5 5.7 6.4 8.5
3 5 5.8 5.8 6.1
4 4.6 4.8 5.9 6.2

Moyenne 4.725 5.325 5.925 6.7

Annexe 04 : lot control

Evolution de la circonférence de la patte (mm3)

Avant traitement 30 min 1lh 3h
1 5 6.2 54 5.3
2 49 6.2 5.9 5.7
3 5 7.1 55 5.2
4 49 6.5 5.7 5
5 5.6 6.4 6.3 5.9
Moyenne 5.08 6.48 5.76 5.42
Annexe 05 : Lot essai A

Evolution de la circonférence de la patte (mm 3)

Avant traitement 30 min 1h 3h
1 5.4 7.4 7 6.5
2 55 7.6 6 55
3 6.3 8 7 6.8
4 54 6 5.7 6.1
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5 5.3 7.1 6 6
moyenne 5.58 7.22 6.34 6.18
Annexe 06 : Lot essai EAM

Evolution de la circonférence de la patte (mma3)

Avant traitement 30 min 1h 3h
1 5 5.9 5.8 5.7
2 5.2 6.8 6.6 6.5
3 4.9 5.3 5.2 5.2
4 4.7 5.5 5.5 5.4
5 4 4.9 4.7 4.7
moyenne 4.76 5.68 5.56 5.5
Annexe 07 : poids des rats

poids somme moyenne

Témoin (n=4) 416,5 104,12
Control (n=5) 717,3 143,46
Essie A (n=5) 896,6 179,32
Essie B (n=5) 751,8 150,36
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Résume

Les lichens, la nouvelle source de métabolites secondaires bioactives a intérét médicale
pharmacologique cosmétique et industriel. Méthodologie : on a procede a une identification
morphologique des lichens, extraction par macération, analyse par CCM, screening
phytochimique et test d’activité anti-inflammatoires induite par le formol1%. Résultats : il
s’agit du lichen Xanthoria parietina. Le meilleur rendement c’est le rendement d’extraction
séquentielle 11.2% comparé a I’acétone 10%. La séparation et purification par CCM révélée
Six a sept spots correspondants a 1’extrait acétone et tris solvant respectivement. Le screening
phytochimique a montré la présence de polyphénols, tanins catéchiques et des stérols et
I’absence de tri terpénes. Les extraits de Xanthoria parietina présentent une activité anti
inflammatoire a une doses de 200 mg/kg avec un % d’inhibition 62% a 69% compare au
Diclofénac (82%.). Conclusion Xanthoria parietina semblerait un lichen prometteur a intérét

thérapeutique.
Mots clés

Lichens, Xanthoria parietina, CCM, I’cedéme, screening phytochimique, activité anti-

inflammatoire
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