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Introduction

La relation entre les antioxydants et diverses maladies comme le cancer, les maladies
inflammatoires, le diabéte et les maladies cardiovasculaires, est un sujet qui retient
actuellement Il'attention de nombreux chercheurs. Les especes réactives de I'oxygéne (ERO)
résultent des processus d'oxydation dans 1’organisme vivant, dans le cadre du métabolisme
cellulaire normal. Elles sont représentées par I'anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogene et le
radical hydroxyle. A faibles doses, elles sont utiles et jouent un rdle physiologique en
intervenant dans les processus de signalisation cellulaire. Lorsque le systéeme antioxydant
endogéne est déficient, les ERO endommagent les protéines, I'ADN et les lipides. Il est donc
essentiel de rechercher et d’identifier des sources exogénes d’antioxydants susceptibles de
réduire les effets des ERO (Andreicut et al., 2018).

L’inflammation est un processus biologique crucial pour le maintien de 1’homéostasie
cellulaire. Elle est indispensable pour combattre les agents pathogénes et pour réparer les tissus
endommagés. Cependant, les processus inflammatoires sont également impliqués dans
I'apparition et la persistance de nombreux troubles graves, tels que la polyarthrite rhumatoide,
I'asthme, les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, le diabéte de type 2, les maladies
neurodégénératives et le cancer (Furstand Zundorf, 2014). Le répertoire actuellement
disponible des agents anti-inflammatoires approuvés comprend principalement les anti-
inflammatoires stéroidiens et les anti-inflammatoires non stéroidiens. Mais, malgré cet arsenal,
le traitement n’est souvent pas assez efficace ou est entravé par des effets secondaires
intolérables. Ainsi, la découverte de nouveaux composés anti-inflammatoires constitue toujours

une nécessité (Furst and Zindorf, 2014).

Les plantes médicinales représentent une source remarquable dans le traitement de diverses
maladies humaines. Ils font actuellement 1’objet des recherches modernes en raison de leur
grande diversité chimique et biologique et de la diversité de leurs composés aux activités
biologiques prometteuses (Ribeiro, 2018).

On estime que plus de 25 % des médicaments sont des médicaments a base de plantes. Ces
médicaments ont une meilleure compatibilité avec le corps humain plus efficaces et
produisant de moindres effets indésirables (Nidavani et Mahalakshmi, 2014).

Parmi les plantes les plus utilisées dans la médecine traditionnelle il y a Urtica dioica Linn
(Urtica dioica L.) qui porte le nom commun de I’ortie (Ghedira et al., 2009). C’est une plante
herbacée vivace, appartenant ala famille des Urticacées et du genre Urtica, utilisée en
médecine traditionnelle dans le traitement de plusieurs maladies tels que : la jaunisses, les

2
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hémorragies et le rhumatisme (Bhuwan et al., 2014), et possede une bonne activité
antioxydante (Bourgeois et al., 2016). Elle est riche en diverses molécules bioactives comme
que les flavonoides, les tanins... (Safanah et al., 2014).

Peu d’études ont été réalisées sur I’activité antioxyante et anti-inflammatoire d’Urtica dioica L.
et d’aprés nos connaissanceS aucun travail n’a été publi¢ dans ce contexte étudiants les effets

antioxydants et anti-inflammatoires d’Urtica dioica L. de Jijel. Le but de ce travail est donc :

- D’¢évaluer P’activité antioxydante des extraits méthanoliques de deux parties de la plante

Urtica dioica L. (feuilles et racines) de Jijel par des tests in vitro.

- D’évaluer activité anti-inflammatoire de ces deux extraits in vitro et aussi in vivo sur un

modele animal d’inflammation induite chez la souris Wistar.

Cette étude sera complétée par une étude phytochimique par la quantification des teneurs de ces

extraits en composés bioactifs.
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1. Présentation d’Urtica dioica L.
1.1. Description Générale des Urticacées

Les Urticacées sont des plantes herbacées, élancées a feuilles stipulées opposées par deux et a
petites fleurs unisexuées. Les fleurs males possédent quatre sépales et quatre étamines, les
fleurs femelles sont formées de quatre sépales et d'un carpelle, et donnent naissance a un fruit
sec “un akeéne”. Cette famille rassemble 48 genres pour environ 1000 especes que I’on retrouve

répartis essentiellement en régions tropicales et en régions tempérées (Bertrand, 2002).

Deux espéces d’orties sont fréquemment rencontrées : la grande ortie (Urtica dioica L.) et la
petite ortie (Urtica urens L.). Ces deux especes de la famille Urticacée sont originaires de
I’Eurasie (Semalty et al., 2017).

La caractéristique principale de la famille des urticacées est de présenter des poils urticants

(acide formique) sur les feuilles (Crémer et al., 2008).

1.2. Les différentes espéces de I’ortie

Dans le genre Urtica, il existe une cinquantaine d’espéces, dont une trentaine en régions
tempérées, huit en Europe et cing en France. Les principales espéces du genre Urtica sont U.

dioica L., U. urens L., U. pilulifera L., U. atrovirens et U. membranea (Delahaye, 2015).

1.3. Dénomination, description botanique et systématique d’Urtica dioica L.
Le nom du genre Urtica vient de verbe latin urere, qui signifie piquer, et plus précisément

de uro, qui signifie braler par friction (Bourgeois et al., 2016).

En latin, le terme dioica signifie « deux maisons ». Cette origine étymologique indique qu’il

existe des pieds males et des pieds femelles (Semalty et al., 2017).

Urtica dioica L. est connue sous plusieurs noms dans le monde. D’aprés Ghedira et al.

(Ghedira et al., 2009), les noms vernaculaires d” Urtica dioica L. sont les suivants :

Arabe : Elhourayga, Kabyle : Azagtouf, Francais : Ortie, Ortie commune, Grande ortie, Ortie

dioique, Ortie vivace, Anglais: Common nettle, Stinging nettle, Nettle leaf, ...

Urtica dioica L. appartenant a la famille des Urticacées et au genre Urtica. C’est une plante
sauvage, dioique, vivace et tempérée qui préfere les sols humides et riches en nutriments, les

endroits éclairés, le climat chaud et doux et a tendance a pousser par grandes surfaces
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(Bakhshaee et al., 2017). Ses feuilles sont brillantes, de couleur vert foncé, stipulées, opposées,

pétiolés, ovales et dentés.

La tige d’Urtica dioica L. est recouverte de poils glandulaires dressés contenant un liquide
urticant riche en histamine, en acétylcholine et en sérotonine (Bourgeois et al., 2016 ; Semalty
etal., 2017), (Figure 1).

Fig.1 Différentes parties d’Urtica dioica L. (a) Urtica dioica Linn. Plante entiére; (b) fleur; c)

trichomes; (d) racines; e) feuille (Joshi et al., 2014).

Selon Quézel et Santa (Quézel et Santa, 1963), Urtica dioica L. appartient au :

. Régne : Plantae (plantes)

o Sous-regne : Tracheobionta (plantes vasculaire)

. Embranchement : Magnoliophyta (phanérogames)

o Sous-embranchement : Magnoliophytina (angiospermes)
o Classe : Rosideae

o Sous-classe : Rosideaedialycarpellées.

J Ordre : Rosales.

o Famille : Urticacées, Urticaceae.

J Genre : Urtica L.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bakhshaee%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29844782
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o Especes : Urtica dioica.

1.4. Distribution géographique et composition d’Urtica dioica L.

Originaire d'Eurasie, Urtica dioica L. s'est répandue dans toutes les régions tempérées et
régions tropicales du monde. On la rencontre plus en Europe du Nord qu'en Europe du Sud, en
Afrique du nord, en Asie et est largement distribuée en Amérique du Nord et du Sud (Joshi et
al., 2014).

Des études in vivo et in vitro ont été réalisées sur la plante Urtica dioica L. et ont révélé la
présence de différents constituants chimiques: huiles essentielles, flavonoides (la quercétine,
l'isoquercitrine, l'astragaline, la rutine...), tanins, composés volatils, acides gras,
polysaccharides, isolectines, terpénes (caroténe), (Ait Haj Said et al., 2016), enzymes vegétales,
phénylpropanes, coumarines, acide formique, quantités élevées de chlorophyle, stérols,
lignanes, terpénoides, sels de potassium, lectines, (Yilmaz et al., 2014) vitamines (A, C, B1 et
B2...), protéines (albumines), silicium, potassium, calcium, acide butyrique et acide caféique
(Ranjbari et al., 2016).

Les feuilles d’Urtica dioica L. constituent une bonne source d’acides aminés essentiels, d’acide
ascorbique, des glucides, des éléments minéraux tels que le calcium, le potassium, le
phosphore, le magnésium, le fer, le sodium et le zinc, d’acides gras comprenant l'acide alpha-
linolénique, les caroténoides comme les isomeres de la lutéine et les isoméres du bétacaroténe,
des phénols tels que I'acide férulique, I'acide gallique, l'acide syringique, des flavonoides (les
catéchines et les épicatéchines), et d'autres substances comprennent la violaxanthine, la
néoxanthine et I'acide caféique (Gorgani et al., 2017).

En 2014, Safanah et al. (Safanah et al., 2014) ont montré que les feuilles d’Urtica dioica L. du
Congo sont riches en alcaloides, flavonoides, polyphénols, saponines, terpénes, et anthocyanes.
Une autre étude menée par Joshi et ses collaborateurs (Joshi et al., 2014), a montré que les poils
urticants d’Urtica dioica L. contiennent de [I’histamine, de 1’acétylcholine, du 5-
hydroxytryptamine (sérotonine) et de I’acide formique, qui sont responsables de 1’effet urticant

de la plante.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ranjbari%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980377
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1.5. Activités biologiques d’Urtica dioica L.

Urtica dioica L. est une plante médicinale utilisée depuis des siecles en médecine traditionnelle
comme remede naturel pour ses vertus thérapeutique tels que l'arthrite, les rhumatismes et
I'eczéma (Ait Haj Said et al., 2016).

Ces dernieres années, plusieurs études ont été realisées afin d’examiner et confirmer les
propriétés médicinales de I'ortie et étudier les mécanismes biochimiques sous-jacents de ses
activités. Néanmoins, des essais cliniques de confirmation chez I'nomme sont encore
nécessaires. L’usage intensif d’ortic en médecine et ’entrée de ses produits dans 1’industrie
pharmaceutique (comme des capsules orales et des solutions topiques, seuls ou en association
avec d’autres plantes) incitent une connaissance précise des propriétés pharmacologiques de
cette plante (Bakhshaee et al., 2017).

Une étude récente a montré que les composants chimiques de la racine d’Urtica dioica L.
peuvent interférer avec le mécanisme impliqué dans la pathogenese de I'nyperplasie bénigne de
la prostate (HPB) (Bourgeois et al., 2016), par inhibition de I’activité enzymatique de la
membrane des cellules prostatiques et donc I’arrét de sa croissance mais aussi par la diminution

de la production des cestrogeénes.

Les lignanes, issues de 1’extrait de racines inhibent non seulement la fixation des androgénes a
leurs protéines transporteuses SHBG (Sex Hormon Binding Globulin), mais aussi la fixation
de ces hormones a leurs récepteurs, inhibant ainsi leur activité proliférative sur les tissus
prostatiques (Ait Haj Said et al., 2016).

Urtica dioica L. possede une excellente activité antioxydante, anti-inflammatoire, analgésique
et antidiabétique. Cette derniére est due a 1’inhibition de I’absorption intestinale du glucose et
la stimulation de la sécrétion d’insuline et donc une activité protectrice sur les cellules B

pancréatique (Ahangarpour et al., 2012).

Il est connu que le rapport LDL/HDL est un indicateur important des maladies
cardiovasculaires et la concentration élevée du cholestérol dans le sang augmente le risque de
développement d’athérosclérose. 11 a été montré qu’Urtica dioica L. est capable de diminuer ce
rapport a une faible concentration et que cette diminution peut étre due a la réduction de
leptines seriques. Ceci est trés important pour la prévention de plusieurs maladies telle que :
I’athérosclérose, I’hypertrophie des muscles lisses et bien str les maladies cardiovasculaire (El
Haouari et Rosado, 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bakhshaee%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29844782
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Qayyum et ses collaborateurs (Qayyum et al., 2016) ont montré que 1’extrait des feuilles
d’Urtica dioica L. (UDL) contient des constituants antihypertenseurs et vasodilatateurs agissant
a la fois sur les cellules endothéliales vasculaires et les cellules musculaires lisses et libére du
NO afin de bloquer les mouvement de Ca®*. Ces deux mécanismes soutiennent D’effet

vasodilatateur de I’'UDL et expliquent son activité antihypertensive.

Une étude realisée par Salih et ses collaborateurs (Salih et al., 2014) a montré que Urtica
dioica L. possede une activité anti bactérienne contre plusieurs bactéries telles que
staphylococcus aureus, salmonella et pseudomonas par inhibition de leur croissance. Par
contre, elle n’a montré aucun effet sur E. coli.

Par ailleurs, des études réalisées sur les feuilles d’Urtica dioica L. ont montré qu’ils sont
capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire a deux dose différents (50 et
100 mg/kg) et que cet effet obtenu est essentiellement attribué a la quercétine-3-O-rutinoside,
au kaempherol-3-O-rutinosid et a I’isorhamnetin-3-O-glucoside. Les lectines isolées a partir
d’Urtica dioica L. se sont révélées également étre des agents immunomodulateurs tres
prometteurs, ayant aussi des effets anti-viraux et fongistatiques (Chrubasik et al., 2007).

Il a été également rapporté que Urtica dioica L. a également des effets contre I’hyperthyroidie,
la bronchite, 1’ Alzheimer, 1’ulcére (Ait Haj Said et al., 2016), I’asthme (Semalty et al., 2017),
I’anémie (Bouassida et al., 2017) et I’hémorragie (Sandru et al., 2016) mais les mécanismes

moléculaires nécessitent d’étre élucidés.

1.6. Principales utilisations d’Urtica dioica L.

Depuis l'antiquité, Urtica dioica L. a été utilisé dans plusieurs produits cosmétiques tels que les
shampooings, les dentifrices et les crémes, en raison de nombreux effets bénefiques de leurs
applications topiques sur la santé de la peau, en particulier I’effet anti-age (Semelty et al.,
2017).

Urtica dioica L. est aussi utilisée dans la fabrication des médicaments, des aliments, des

colorants, dans I’industrie de textile et en teinture (Kjuma et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chrubasik%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17509841
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2. Activité antioxydante et anti-inflammatoire
2.1. Activité antioxydante
2.1.1. Stress oxydant et production des radicaux libres

Au cours des deux dernieres décennies, des recherches biologiques s’intéressaient a étudier le
concept « Stress oxydant » (Rahal et al., 2014). En 1991, Sies a défini la notion de stress
oxydant comme I’incapacité de 1’organisme a se défendre contre 1’agression deS espeéces
réactives de ’oxygeéne (ERO) dus & un déséquilibre lié soit a une production accrue des ERO,

soit a une diminution de la capacité de défense antioxydante (Defraigne et Pincemail, 2008).

Tan et ses collaborateurs (Tan et al., 2018) ont montré que le stress oxydant joue un réle crucial
dans l'apparition des maladies liées a I'd&ge notamment l'arthrite, le diabete, la démence, le
cancer, l'athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, I'obésité, I'ostéoporose et les syndromes

métaboliques.

La réduction de I’oxygene moléculaire en eau au niveau de la membrane mitochondriale est un
processus complexe qui peut conduire a la formation des espéces réactive de 1’oxygéne
(Schoots et al., 2018).

Les ERO sont des radicaux libres, qui sont par définition des espéces chimiques possédant un
électron célibataire sur leur couches périphériques ce qui leur confére un fort degré de réactivité
(Migdale et Serres, 2011). Les ERO peuvent étre des espéces radicalaires tels que le radical
hydroxyle ('OH) et le radical superoxyde (O,”) ou des espéces non radicalaires comme

1’oxygeéne singulet (*O,) et le peroxyde d’hydrogéne (H,05) (Semalty, 2017).

Les ERO peuvent étre bénéfiques ou néfastes pour 1’organisme. Les niveaux excessifs des ERO
endommagent la plupart des macromolécules cellulaires tels que les protéines, les lipides et
I'ADN et entrainent un état appelé stress oxydant (Pereraet al., 2018), (Figure 2). La production
de ces ERO au sein de I’organisme est un processus physiologique en réponse a divers facteurs
exogenes tels que les infections, les toxines, le tabac, les rayonnements ionisants et les rayons

ultraviolets (Thorin-Trescases et al., 2013).

Dans I’organisme, la mitochondrie représente le site majeur de production des ERO. Au cours
du transfert d’électrons et au niveau de la chaine mitochondrial environ 2 % d’O, consommé

est transformé en anion superoxyde a cause des fuites d’électrons. Dans la mitochondrie il

existe de nombreux sites ou les ERO pourraient potentiellement étre générees : le complexe 1
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(NADPH : ubiquinone oxydo réductase), le complexe III (upiquinol : cytochrome c¢ réductase)

et la chaine de transport des électrons (ETC) (Reiter et al., 2018).

2 *ONOO
~ LIPID

Dnsidtegra:e \MEMBRANE /

( LIPID
~ PEROXDATION ~

Peroxinltrate \
related cellular !
\_ damage /

Altered membrane  |Dysfunctional membrane| Decreased kﬁvky of” Alered mnt:ranor
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Fig.2 Principales espéces réactives produites dans I’organisme. (*O2) anion superoxyde,
radical hydroxyle (*OH), peroxyde d’hydrogéne (H202), radical lipidique (*L), radical
peroxy-lipidique (*LOQO), peroxynitrate (ONOO-), radical d’oxide nitrique (*NO),
nitrosoperoxycarbonate (ONOOCO2-), radical dioxyde du nitrogéne (*NO2-) (Ighodaro et
Akinloye, 2018).

2.1.2. Systemes de défense antioxydante

Différents mécanismes cellulaires de réparation, de défense et de maintien de 1’homéostasie
sont continuellement activés au cours de la vie. Ces mécanismes permettent d’établir un
équilibre temporaire face aux agressions successives endogenes et exogénes (Semalty et al.,
2017).

Le mécanisme de défense antioxydante est 1’un des systémes de défense qui permettent de

prévenir 1’organisme ou neutraliser les effets nocifs des ERO (Lushchak, 2014).

Les ERO sont présentes dans la cellule a de bas niveaux, leur concentration est régulée par
I’équilibre entre leur taux de production et leur taux d’élimination par les systemes
antioxydants (Schoots et al., 2018). Ces derniers peuvent étre endogénes ou exogenes. Les

antioxydants endogénes peuvent étre non enzymatiques, tels que le glutathion, 1’acide alpha-
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lipoique, le coenzyme Q, la ferritine, 1’acide urique, la bilirubine, la métallothionéine, la I-
carnitine, la mélatonine, 1’albumine ainsi que les cofacteurs des enzymes antioxydantes, ou
enzymatiques, tels que la superoxyde dismutase qui transforme I’anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogene, la catalase qui décompose le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene
moléculaire, la glutathion peroxydase qui réduit les peroxydes, les thiorédoxines et les
peroxiredoxines. Les peroxyredoxines régulent les niveaux de peroxyde induits par les

cytokines et interviennent dans la transduction du signal cellulaire (Semalty et al., 2017).

Outre les antioxydants endogénes, enzymatiques et non enzymatiques, il existe également des
antioxydants exogeénes d'origine alimentaire représentés par les caroténoides, les tocophérols,
la vitamine D, les acides phénoliques, les flavonoides et I'acide ascorbique. Leurs sources sont
les produits alimentaires, les produits pharmaceutiques et les compléments alimentaires. Ils
jouent un role tres important dans la lutte contre les especes réactives oxygénées, lorsque les
composés endogénes ne sont pas en mesure d’assurer une protection compléte (Rajendran et

al., 2014).

Les études épidémiologiques confirment que la consommation de fruits et de Iégumes riches
en composes possédant une activité antioxydante élevée réduit I'incidence des états liés au
stress oxydant. Les aliments contenant des antioxydants et les nutriments antioxydants jouent

un réle important dans la prévention contre diverses maladies (Pisoschi et al., 2016).

2.1.3. Activité antioxydante d’Urtica dioica L.

Des études ont été réalisées sur Urtica dioica L. et ont montré que 1’extrait de ce derniére est
riche de composés bioactifs responsables de 1’activité antioxydante comme les polyphénols qui
jouent un réle important dans la stabilisation de la peroxydation lipidique et I’inhibition de la

mutagenése et la carcinogenése (Semalty et al., 2017).

D’autre études ont rapporté que 1’extrait méthanolique d’Urtica diolca L. possede une activité
antioxydante significative, due a sa richesse en composés phénoliques, qui ont la capacité de
piéger les ERO tels que I'oxygene singulet, le radical hydroxyle et 1’oxyde nitrique
(KassimGhaima et al., 2013 ; Sidaoui et al., 2015). L’étude de Kataki et al. (Kataki et al.,
2012) sur des rats traités au tétrachlorométhane (ccl4) a montré qu’Urtica dioica L diminue la
peroxydation lipidique et augmente I’activité du systeme antioxydant. Cette activité

antioxydante est corrélée a sa teneur en composés phénoliques.
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Urtica dioica L. Peut également induire I’inhibition des enzymes de la dégradation de la
matrice extracellulaire telles que 1’élastase et la collagénase. Ces effets peuvent étre attribués
principalement a I’acide usolique et la quercétine. L’acide ursolique, principalement accumulé
dans les racines de I’ortie, est un inhibiteur bien connu de 1’¢lastase alors que la quercétine, qui
est principalement accumulée dans les feuilles, est I’'un des antioxydants les plus importants
(Das et al., 2018).

2.2. Activité anti-inflammatoire
2.2.1. L’inflammation

L’inflammation est un processus impliqué dans la pathogénese et la progression de plusieurs
maladies. Elle est générée lorsque des microorganismes infectieux (bactéries, virus,
champignons...) envahissent le corps, ces microorganismes résident dans des tissus particuliers

et/ou circulent dans le sang.

L’inflammation peut également se produire en réponse a des processus tels que les lésions

tissulaires, le cancer, 1’ischémie et la dégénérescence (Azab et al., 2016).

L’excés des ERO peut aussi entrainer une inflammation par la stimulation des cytokines et
’activation des enzymes pro-inflammatoires (la lipoxygénése, 1’hyaluronidase et la xanthine

oxydase) (Perera et al., 2018).

Ce processus est caractérisé par une dilatation vasculaire, une perméabilité accrue des
capillaires, une augmentation du flux sanguin et le recrutement des leucocytes. Les
neutrophiles polymorphonucléaires sont parmi les premiers répondeurs leucocytaires a
s’accumuler dans le site enflammé. Ces cellules sont cruciales en tant que premicre ligne de
défense du systétme immunitaire inné en raison de leurs fonctions phagocytaires et
microbicides en libérant différentes proteéases et enzymes lysosomales. Ensuite, les cellules
mononucléées, les monocytes et les macrophages pénetrent dans le site inflammatoire et
éliminent les débris cellulaires et les neutrophiles polymorphonucléaires apoptotiques par

phagocytose sans prolonger I’inflammation (Freire and Van Dyke, 2014).
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2.2.2. La reponse inflammatoire

Les stimuli inflammatoires, précisément les cytokines proinflammatoires telles que le TNF,
I'IL-1 B et I'IL-6 ainsi que les produits bactériens sont d'abord reconnus par les cellules hotes
par le biais de récepteurs membranaires spécifiques. Les interactions de ces récepteurs avec les
stimuli appropriés ont pour résultat la transmission de signaux au noyau a travers 1’activation
de differentes voies de signalisation comme la voie NF-xB (nuclear factor kappa-B), la voie
JAK/STAT (Janus kinase-signal transducer and activator of transcription) et la voie des
MAPK (mitogen-activated protein kinase) ou l'activation d'un ensemble sélectif de génes aura
lieu et qui conduit a la production de cytokines et de chimiokines inflammatoires (Ribeiro et
al., 2018) (Figure 3).

Inflammatory

Genes j
bl I Inflammation

Fig.3 Activation de la voie NF-kB au cours de la réponse inflammatoire. La voie canonique
NF«B est induite par une grande variété de signaux tels que les récepteurs TLR4 (Toll Like
Receptor) (présenté a titre d’exemple) et un certain nombre de cytokines. L'induction de la voie
implique un certain nombre d'adaptateurs (non représentés) qui provoguent la phosphorylation
de la sous-unité IKKB d'IKK. A son tour, la phosphorylation par IKKB des protéines IkB liées a
NF«B conduit a une ubiquinylation des protéines 1kB, ce qui va libérer le NFkB qui va se
transloquer dans le noyau ou il se lie a I'ADN au niveau de séquences spécifiques appelées sites

kB et contrdle la transcription des génes cibles (Le Sommer et al., 2015).
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Une variété de médiateurs chimiques issus du systeme circulatoire, de cellules inflammatoires
et de tissus lésés contribuent aussi activement a la réponse inflammatoire et l'ajustent. Les
médiateurs chimiques libérés comprennent des amines vaso-actives telles que I'histamine et la
sérotonine, un peptide (par exemple, la bradykinine) et des éicosanoides (par exemple, des
thromboxanes, des leucotrienes et des prostaglandines) (Abdulkhaleq et al., 2018). L'acide
arachidonique, qui représente le composant principal des phospholipides membranaires dans
toutes les cellules, est I'un des substrats les plus importants dans la synthése de médiateurs
biologiquement actifs de I'inflammation appelés eicosanoides (Mak et al., 2013). Ce dernier
comprend les produits de la 5-lipoxygénase (leucotriene et acide 5-
hydroxyeicosatétraénoique), des cyclooxygénases (prostaglandines et thromboxanes) et de la
12-lipoxygénase (acide 12-hydroxyeicosatétraénoique) (Piomelli, 2013).

La cyclooxygénase est une enzyme impliquée dans la synthése des protéinoides, notamment les
prostaglandines proinflammatoires et le métabolisme de I'acide arachidonique, qui existe dans
au moins deux isoformes: la cyclooxygénase-1 et la -2. La cyclooxygénase-1 est produite de
maniére constitutive dans la plupart des types de cellules de mammifere et des plaquettes. Elle
est également sécrétée dans I'endothélium vasculaire, I'estomac, le cerveau antérieur,
I'épithélium utérin et les reins. D'autre part, la cyclooxygénase-1 (et pas seulement la
cyclooxygénase-2) a un réle pathologique dans I'organisme de I'animal et peut également étre
stimulée au site de I'inflammation (Cronkite et Strutt, 2018).

2.2.3. Les anti-inflammatoires

Le traitement général de I’inflammation repose sur [’utilisation des anti-inflammatoires
stéroidiens (betamethasone, prednisolone et dexamethasone) et des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) (aspirine, diclofénac, ibuproféne, indométhacine. naproxene et celecoxibe)
(Sylvia et al, 2013).

Les anti-inflammatoires stéroidiens sont dérivés du cortisol et ont une capacité a stabiliser les
membranes et a diminuer la permeabilité capillaire ce qui empéche la perte des protéines
plasmatiques dans les tissus.

Ils peuvent également interférer avec l'activation de la voie du complément et avec la
formation et la libération des médiateurs chimiques dérivés d'acide arachidonique tels que les
leucotriénes (Shaikh et al., 2012).

Les principales actions thérapeutiques des AINS sont liées a leur capacité a bloguer la synthése

des prostaglandines (PG) par I’inhibition des enzymes cyclooxygénases (COX-1 et COX-2). La
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COX-1 produit des prostaglandines et du thromboxane A2 qui contrélent la barriere muqueuse
dans le tractus gastro-intestinal, I'noméostasie rénale, l'agrégation plaquettaire et d'autres
fonctions physiologiques. La COX-2 produit des PG liées a I'inflammation, a la douleur et a la
fievre. La COX-1 est exprimée dans les cellules normales, tandis que la COX-2 est induite dans
les cellules inflammatoires. L’inhibition de la COX-2 représente I’effet recherché de la réponse
anti-inflammatoire, antipyrétique et analgéesique des AINS; tandis que I'inhibition de la COX-1
joue un rdle majeur dans les effets secondaires indésirables tels que les toxicités gastro-
intestinales et rénales (Amjad, 2012, Wongrakpanich, 2018).

2.2.4. L’activité anti-inflammatoire d’Urtica dioica L.

Il a été montré que I’extrait des feuilles d’Urtica dioica L., exerce un pouvoir inhibiteur sur le
systtme NFxB et réduit la synthese des médiateurs lipidiques et des cytokines pro-
inflammatoires (Roschek et al., 2009 ; Joshi et al., 2014).

Hashemi et sec collaborateurs (Hashemi et al., 2013) ont évalué I’effet anti-inflammatoire de
I’extrait hydro alcoolique de la plante Urtica dioica L.. Le résultat confirme que cet extrait
inhibe de 26 % 1’cedéme au niveau de la patte des rats a une dose de 400 mg/kg.

D’autre part, il a été aussi révélé que I’extrait des feuilles diminue la libération des
interleukines IL-2 et IL41p3, de I’interféron y (IFNy) et des facteurs TNF-a et TNF-x (TNF
:Tumour necrosis factor) (Yilmaz et al., 2014).
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Matériels et méthodes

Notre travail consiste a étudier I’effet antioxydant et anti-inflammatoire d’un extrait
méthanolique d’Urtica dioica L.. L’ensemble des expérimentations (in vitro et in vivo) ont été
effectuées au niveau du laboratoire de pharmacologie et a 1’animalerie de la faculté des

sciences de la nature et de la vie, université de Jijel.

1. Animaux et conditions d’élevage

Les expérimentations animales ont été réalisées sur des souris femelles Wistar albinos
(Institut Pasteur d’Alger) ages de 30 jours et ayant un poids moyen de 25 g. Les animaux ont
été maintenus dans des cages en plastique a une température située entre 20 et 25°C, avec

acces libre a ’eau et a la nourriture.

2. Matériel végétal

Sur la base de leur utilisation traditionnelle, notre étude a été réalisée sur des échantillons des
feuilles et des racines de ’ortie (Urtica dioica L.), qui ont été récoltés au début du mois de
février 2019 dans la région de Chadia (Kaous) (Latitude N 36.755506, Longitude E 5.807074)
a 10 km au Nord-Est de la wilaya de Jijel. Leur identification a été effectuée par Mr. Sebti M.,
enseignant bostaniste au niveau de 1’université de Jijel : inflorescence en panicule ou en
grappe ramifiée, plante vivace a souche tragante, monoique en Algérie, ravins des montagnes
humides, nitrophile. AC: Kl-2-3. AR: Al-2, Cosm. Mar, Alg, Tun, Lyb, nom scientifique

: Urtica dioica L. variété : Procera Mill, AC: assez commune en grande (K1) et petite (K2)
kabylie jusqu’aux frontiéres algéro-tunisiennes (K3), AR: assez rare, Cosm. : Cosmopolite.
Répartie sur Maroc, Algérie, Tunisie et Lybie (Quezel et Santa, 1963).

Apreés la récolte, la plante d’Urtica dioica L. a été lavée par ’eau de robinet pour éliminer la
poussiére, puis rincée par 1’eau distillée pour éviter la présence des impuretés.

Le séchage d’Urtica dioica L. a été effectué pendant 10 jours a I’air libre et a ’abri de la
lumiere. Une fois sechés, nos eéchantillons (feuilles et racines) ont été broyés en poudre tres fine
a I’aide d’un mortier, tamisés a 1’aide d’un tamis puis conservés a 1’abri de la lumiere et de

I’humidité dans des flacons en verres hermeétiquement fermés.
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2.1. Préparation de I’extrait méthanolique d’Urtica dioica L.

L’extrait de la matiére végétale broyé (feuilles et racines) a été préparé selon le protocole décrit
par FranciSkovi¢ et al. (Franciskovi¢ et al., 2017). L’extraction a été effectuée par macération
dans le méthanol 80% sous agitation continue et a 1’abri de la lumiére pendant 48h ; le macérat
obtenu est filtré en utilisant le papier wattman. Le filtrat est évaporé a sec a ’aide d’un
évaporateur rotatif (Buchi R-300) a 40°c a 100-115 rpm. Les résidus secs ou extraits
méthanoliques d’Urtica dioica L. (UDL) sont ensuite et le rendement d’extraction est calculé

selon la formule suivante :
Rendement d’extraction en (%) = (E1/ E;) x 100
E1 = masse du résidu de I’extrait (g)

E, = masse de la poudre (g)

3. Dosages des polyphénols totaux

La teneur totale en polyphénols a été déterminée par spectrophotométrie suivant le protocole
suivi par Heilerova et al. (Heilerova et al., 2003) en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu, ce
dernier est un acide de couleur jaune qui réagit avec les résidus phénoliques afin de former un

complexe coloré en bleu.

Un volume de 0.2 ml de chaque extrait méthanolige (feuilles et racines) a été mélangé avec 1.5
ml de la solution de Folin-Ciocateu dilué & 1/10°™. Aprés 5 min d’incubation & I'obscurité, 1,5
ml de carbonate de sodium (7.5%) ont été ajout puis le mélange est incubé pendant 90 min a

température ambiante et I’absorbance est lue & 750 nm au spectrophotométre (Specord 50 plus).

La courbe d’étalonnage a été réalisée avec 1’acide gallique a différentes concentrations (20
pg/ml-100 pg/ml) (Annexe I). Les resultats obtenus sont exprimés en (mg) équivalents d’acide

gallique par (g) de poudre séche de I’extrait méthanolique.

4. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides de chaque extrait méthanolique d’UDL. a été évaluée selon la
méthode décrite par Djeridane et al. (Djeridane et al., 2006). La technique repose sur la
formation d’un complexe jaune lors 1’addition de chlorure d’aluminium (Alcls). Pour cela ,1 ml

de chaque extrait méthanolique a été mélangé avec 1 ml d’Alcl3 2%.

19



Matériels et Méthodes

L’absorbance a été lue a 430 nm et la teneur en flavonoides a eté estimée en se référant a une
courbe d’étalonnage préparée avec la quercétine a différente concentration (3.9ug/ml -
125pug/ml) (Annexe II).

Les résultats ont été exprimeés en (mg) équivalents de quercétine par (g) de 1’extrait.

5. Dosage des tanins condenseés

Le dosage des tanins condensés de chaque échantillon a été effectué selon la méthode de
Skerget et al. (Skerget et al., 2005).

Un volume de 0.5 ml de chaque extrait méthanolique a été mélangé avec 2 ml du réactif
butanol-Hcl (77 mg de FeSO, dissout dans 500 ml de butanol-Hcl (2v/3v)). Aprés incubation

pendant 15 min a 95¢°, I’absorbance a été lue a 530 nm.

Les résultats sont déterminés selon la loi de Beer-Lambert selon 1’équation suivante :
[(AbsxPMx1000) / exI] x1000 en utilisant le poids moléculaire (PM) de la cyanidine (PM =
287,24 g/mol), £ = 34700 L.mol™, | = 1cm).

Les concentrations sont exprimées en (mg) équivalents de cyanidine par (g) de I’extrait.
6. Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique d’Urtica dioica L.

6.1. Pouvoir de piégeage du radical DPPH

Le pouvoir de piegeage du radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (DPPH) par les extraits
méthanoliques d’Urtica dioica L. (EMUDL) a été mesuré selon la méthode décrite par Lope-
lutz et al. (Lope-lutz et al., 2008). 50 ul de différentes concentrations (31,25- 62,5- 125- 250-
500- 1000- 2500- 5000 pg/ml) d’EMUDL ont été ajoutés a 1.95 ml de la solution de DPPH (60
uM). Le mélange a été incubé pendant 30 min a tempeérature ambiante et a 1’abri de la lumicre
puis I’absorbance a été lue a 515 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions.

L’acide ascorbique a été utilisé comme molécule de référence.

Le pourcentage d’inhibition du radical de DPPH a été calculé selon la formule suivante :
1% = [(Abs .— Absg) / Abs ] x 100

Abs ¢ = Absorbance du contréle négatif (blanc).

Abs g = Absorbance de 1’échantillon.
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6.2. Pouvoir de piégeage du radical ABTS™

La détermination de piégeage du radical cationique ABTS«" de nos extraits méthanoliques a été

réalisée selon le protocole de (Pellegrini et al., 1999).

900 ul de la solution éthanolique du radical cationique ABTS+" ont été mélangés avec un
volume de 100 pl de nos extraits (3,91- 7,81- 15,63- 31,25- 62,5- 125- 250- 500- 1000 pg/ml).
Le mélange est ensuite incubé pendant 30 min a température ambiante et a 1’obscurité. La
lecture de I’absorbance a été réalisée a 734 nm. L’acide ascorbique est utilisé comme molécule

de référence.

Les résultats sont exprimeés en pourcentage d’inhibition selon par la formule suivante :
| % = [1- (Abs g — Abs ¢)] x 100

Abs g = Absorbance de 1’échantillon.

Abs ¢ = Absorbance du contréle négatif (blanc).

6.3 Pouvoir réducteur du fer (Fe**)
La mesure du pouvoir réducteur est effectuée selon la méthode décrite par Oyaiz (Oyaiz, 1986).

Un volume de 1000 pl des extraits méthanoliques (7,81- 15,63- 31,25- 62,5- 125- 250- 500-
1000 pg/ml) est mélangé avec 2600 pl de tampon phosphate (pH = 6.6) et un volume égal de
solution ferricyanure de potassium KsFe (CN)g 1%. Le mélange est incubé a 50 °C pendant 20
min. Apres refroidissement, 2600 ul de TCA ont été ajouté puis 2600 ul du surnageant sont
prélevés et additionnés a un volume équivalent d’eau distillé et a 520 ul de chlorure ferrique

(Fecl3). L’absorbance a été lue a 700 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions.

6.4. Inhibition de I’auto-oxydation du pyrogallol

Le pouvoir inhibiteur de 1’auto-oxydation du pyrogallol a été déterminé par la méthode de
Zhong et al. (Zhong et al., 2010).

1 ml de chaque extrait méthanolique d’Urtica dioica L. (250- 500- 1000- 2000- 4000- 6000-
8000- 10000 pg/ml) a été ajouté a 2 ml du tampon Tris-Hcl (pH 8,2). Aprés incubation de 20
min a 25 °C, 400 pl de pyrogallol (5 mM) ont été additionnés. Le mélange a été

vigoureusement agité, et I’absorbance directement lue et suivie pendant 20 secondes a 325
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nm. Un blanc a été préparé dans les mémes conditions et 1’acide ascorbique a été utilisé
comme molécule de référence.
Le pourcentage d’inhibition de 1’auto-oxydation du pyrogallol a été calculé selon la formule

suivante :

| % = [(Pet — Pe)/ Pe] x 100
Pe = Pente de I’échantillon.
Pct = Pente contrdle négatif (blanc).

Le pouvoir de piégeage de I’anion superoxyde a été exprimé en IC50: la quantité de

I’échantillon nécessaire pour inhiber le pyrogallol a 50 %.

7. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique d’Urtica dioica L.
7.1. Stabilisation de la membrane des globules rouges
7.1.1. Préparation de la suspension des globules rouges

La préparation de la suspension des globules rouges a été réalisée selon la méthode de
Govindappa et al. (Govindappa et al., 2011).

Le sang a été collecté a partir d’un lapin et mélangé a un volume égal d’une solution
d'Alsever stérilisée (2 % de glucose, 0,8 % de citrate de sodium, 0,5 % d'acide citrique et 0,42
% de chlorure de sodium dans de I'eau). Aprés centrifugation a 3000 rpm/10 min, le culot a
été lavées trois fois avec une solution iso-saline (NaCl 0,9 %, pH 7,2), puis reconstitué avec
une solution iso-saline afin d’obtenir une suspension a 10 % (v/v). La solution a été conservée
a4-°C.

7.1.2. Hémolyse induite par solution hypotonique

Différentes concentrations des extraits méthanoliques d’UDL et du diclofénac de sodium ont
été préparees (100, 250 et 500 ug/ml) dans une solution iso-saline. Ensuite, 1 ml du tampon
phosphate (0.15 M, pH 7,4), 2 ml de la solution hyposaline (0,42%) et 0.5 ml de la suspension
des érythrocytes (10 %) ont été ajoutés a chaque solution suivi d’une incubation a 56 °C
pendant 30 min. Par la suite, les tubes sont centrifugés a 2500 rpm /10 min. Le surnageant a été
récupéré et I’absorbance lue a 560 nm a 1’aide d’un spectrophotométre. Le blanc (contréle) a

été préparé dans les mémes conditions avec une solution isosaline.
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Le diclofénac de sodium a été utilisé comme molécule de référence, avec les mémes

concentrations que 1’extrait.

Le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse a été calculé selon 1I’équation suivante :
% d’inhibition de ’hémolyse = [(Ac —At) / Ac] x100

Ac : absorbance du contr6le (blanc).

At : absorbance de 1’échantillon (test).

7.2. Test de dénaturation des protéines

L’inhibition de la dénaturation des protéines a été déterminée selon la méthode décrite par
Gunathilake (Gunathilake et al., 2018).

Le mélange réactionnel contient 2,5 ml du PBS (pH 6.4), 450 pl de solution de BSA 1% et 50
ul de ’extrait a différentes concentrations (100, 250, 500 pg/ml). Aprés une incubation de 15
min a température ambiante, le mélange est réincubé a 70 °C pendant 5 min. Apres
refroidissement a température ambiante, I’absorbance a été lue a 600 nm. Un blanc a été
préparé dans les mémes conditions et le diclofénac de sodium a été utilisé comme traitement

de référence.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit :
% d’inhibition = [(Ac - At) / Ac] x 100

Ac : absorbance du contrdle (blanc).

At : absorbance de I’échantillon (test).

7.3. Activité inhibitrice des protéases

L'activité inhibitrice des protéases des extraits de feuilles et des racines d’UDL a été évaluée

selon le protocole décrit par Gunathilake (Gunathilake et al., 2018).

Le mélange réactionnel contient 1 ml de Tris-Hcl (20 mM), 0,06 mg de trypsine et 1 ml de
I’échantillon a différentes concentrations (31.25; 62.5; 125 ; 250 ; 500 pg/ml). Aprés 5 min
d’incubation a 37 C°, 1 ml de la caseine (0.8 %) a été ajouté. Le mélange est de nouveau
incubé pendant 20 min a 37C° puis 2 ml d'acide perchlorique (70%) ont été ajoutés pour

stopper la réaction. Aprées centrifugation a 3000 rpm/15 min, I'absorbance du surnageant a été
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lue a 210 nm contre un blanc. Le diclofénac de sodium a été utilisé comme traitement de

référence

Le pourcentage d'inhibition a été calculé en utilisant la formule suivante :
Le pourcentage d’inhibition (%) = (Ac - At/Ac) x 100

Ac : absorbance du contr6le (blanc).

At : absorbance de I’échantillon (test)

7.4. Test de ’induction de I’cedéme chez la souris

Dans cette étude, un modéle expérimental de I’inflammation aigiie (I’cedéme aigie de la patte
arriere droite des souris) induite par la carragénine a été utilisé pour évaluer 1’effet anti-
inflammatoire de I’extrait méthanolique d’UDL. (Winter et al., 1962).

L’expérience a été réalisée sur un effectif de 36 souris réparties en 4 lots de 6 souris chacun.
Les souris sont mises a jeun 12 heures avant traitement. Le diameétre de la patte arriere droite
a été mesuré pour chaque souris. Ensuite différents traitements ont été administrés par gavage
gastrique (250 ul) a I’aide d’une sonde pour chaque souris comme suit :

Le lot 01 témoin (contrdle negatif) : Les souris de ce lot regoivent de 1’eau physiologique
(NaCl a 0,9 %).

Le lot 02 standard (contrdle positif): Les souris de ce lot regoivent un anti-inflammatoires
de référence qui est diclofénac de sodium a une dose de 50 mg/Kg préparé dans le NaCl 4 0,9
%.

Lot 03 et 04: Les souris de ce lot recoivent I’extrait des feuilles d’UDL a 25 mg/kg et 50
mg/kg respectivement.

Lot 05 et 06 : Les souris de ce lot recoivent I’extrait des racines d’UDL a 25 mg/kg et 50
mg/kg respectivement.

Aprés 45 min, les souris ont été injectées par voie sous cutanée dans la patte arriére droite avec
100 pl de carragenine (0,1 %). Le volume de I’cedéme a été mesuré a I’aide d’un pied a
coulisse digital chaque heure durant 4h.

L'activité anti-inflammatoire a été estimée par la détermination des pourcentages d'inhibition

de I'eedéme, calculé suivant la formule (Akhtar et al., 2016) :

% d’inhibition de I’cedéme = [(Tc - Tt) / Tc] x 100
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Tc : taille de la patte des souris controles.

Tt: taille de la patte des souris traitées (extraits ou diclofénac de sodium).

Le pourcentage d’augmentation de la taille de la patte a été calculé selon la formule suivante :

% d’augmentation de la taille = [(Ty - Tr) / To] X 100

Ty : Taille initiale de la patte (Avant traitement).
T : Taille de la patte aprés traitement.

8. Etude statistique

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Pour la comparaison entre les différents
groupes, I’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel GraphPad Prism 8, par le
test-t de Student quand il s’agit d’une expérience a deux parametres et par le test ANOVA

suivi du test de Tukey pour plus de deux paramétres *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Résultats

Cette étude a été réalisee sur les extraits méthanoliques de deux parties de la plante Urtica
dioica L. (Feuilles et racines). Apres extraction et dosage de la teneur des extraits en
polyphénols, flavonoides et tanins, leurs activités antioxydante et anti-inflammatoires ont été

étudiées par divers tests in vitro et in vivo.

1. Rendement d’extraction d’Urtica dioica L.

Afin d’extraire les principes actifs (polyphénols, flavonoides et tanins) contenus dans les
feuilles et les racines de la plante Urtica dioica L., une extraction de type solide-liquide

(macération) avec un solvant polaire (méthanol) a été utilisée.

Les résultats des taux de rendement des deux extraits d’Urtica dioica L. obtenus sont

représenteés dans le tableau suivant :

Tableau 1. Rendement d’extraction des extraits méthanoliques (Feuilles et racines)

d’Urtica dioica L.

Extrait Poids de la poudre Poids d’EMUDL. Rendement
methanolique (9) (9) d’extraction %
Feuilles 50 6,74 13,48 %
Racines 10 0,63 6,3 %

N— —

Test-t de Student *** p<0,001.

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 1, le rendement d’extraction de chaque extrait
est important, il est de 13,48 % pour les feuilles, significativement plus élevé que celui des

racines (p< 0,001) égale a 6,3 %.

2. Teneur en composés phénoliques des extraits méthanoliques d’Urtica dioica L.

La teneur en polyphénols totaux a été effectuée par la méthode spectrophotométrique au
réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus ont été estimés a partir d’une courbe
d’étalonnage (annexe ) réalisée avec I’acide gallique. Les résultats sont exprimés en

milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait.
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L’analyse des résultats a montré que les feuilles d’Urtica dioica L. sont plus riches en
polyphénols (100,22 + 1,083 mg EAG/g extrait) par apport aux racines (17,24 + 0,050 mg
EAG/g extrait).

La spectrophotométrie permet aussi de quantifier la teneur en flavonoides dans les deux
extraits méthanoliques d’UDL, exprimée en milligrammes équivalents de quercétrine par
gramme d’extrait. La quantification a été faite en se référant a une courbe d’étalonnage a

I’aide de la quercétine réalisée dans les mémes conditions (annexe II).

Les résultats obtenus montrent que les feuilles d’UDL sont riches en flavonoides (93,07 +
0,0054 mg EQ/g extrait), mais cette teneur est faible dans les racines (5,61 + 0,0040 mg EQ/g
extrait) (p < 0,001).

La teneur en tanins condensés (TCs) a été effectuée par la méthode de butanol-HCL qui est
basée sur la réaction de dépolymérisation des TCs en milieu acide. Cette réaction conduit a la
libération des anthocyanidines correspondants aux monomeres clivés (Blain, 1998). Nos
résultats ont montré que la teneur des proanthocyanidins de I’extrait méthanolique des feuilles
est plus importante (p< 0,001) que celle des racines (4,68 = 0,001; 0,413 £ 0,034 pg
équivalents de Cyanidine /g de maticre seéche (ug Eq C/g M.S)).

Les résultats des teneurs des extraits méthanoliques d’Urtica dioica L. en polyphénols,

flavonoides et tannins condensés sont présentés dans le tableau s2.

Tableau 2 Teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins condensés des deux extraits

méthanoliques d’Urtica dioica L.

Extrait Polyphénols totaux Flavonoides Tanins condensés
methanolique (GAE/ g extrait) (QE/ g extrait) ng Eq C/g M.S
Feuilles 100,22 + 1.083 93.07 + 0.0054 4.68 £ 0,001
Racines 17,24 + 0.050 5.61 + 0.0040 0.413+0,034
*k*k **k* **k*

Test-t de Student *** p<0,001.
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3. Pouvoir de piégeage du DPPH" des extraits méthanolique d’Urtica dioica L.

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques des feuilles et des racines d’UDL. et celle
de I’acide ascorbique (antioxydant de référence) vis-a-vis du radical DPPH" a été évaluée par

méthode spectrophotométrique a 517 nm.

Les pourcentages d’inhibition obtenus ont révélé que les extraits méthanoliques des feuilles et

des racines d’Urtica dioica L. possédent une activité anti-radicalaire concentration dépendante

(figure 4).
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Fig.4 Activité antiradicalaire vis-a-vis de radical DPPH" des extraits méthanoliques des
feuilles et des racines d’Urtica dioica L. et de I’acide ascorbique (31,25- 62,5- 125- 250-
500- 1000- 2500- 5000 pg/ml). La figure montre les variations des pourcentages
d’inhibition (Moyenne = S) de la réduction du DPPH" en fonction du log des
concentrations finales (N=3). Test ANOVA suivi du test de Tukey *p<0,05 ; *** p< 0,001

(Comparaison avec I’acide ascorbique) ; ### p< 0,001 (entre les deux extraits).

Les résultats montrent que les pourcentages d’inhibition de DPPH" des deux extraits
méthanoliques d’UDL sont inférieurs a celui de 1’acide ascorbique pour toutes les
concentrations utilisées. Cette inhibition atteint son maximum & la concentration la plus
élevée (concentration initiale de DPPH = 5000 pg/ml) égal a 89,24 + 0,0023 % pour 1’acide
ascorbique contre 67,19 + 0,0012 % (p< 0,05) et 17,35 + 0,0039 % (p<0,001) pour les extraits
méthanoliques des feuilles et des racines respectivement. A cette concentration, le pouvoir
inhibiteur de I’extrait méthanolique des feuilles est significativement plus élevé (p< 0,001) a

celui des racines.
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A partir des pourcentages d’inhibition, nous avons déterminé les IC50 (Concentration
nécessaire pour réduire 50 % le radical DPPH") pour I’extrait méthanolique des feuilles et
aussi pour 1’acide ascorbique.

L’extrait méthanolique des feuilles d’UDL exerce un effet du piégeage du DPPH" a une 1C50
égale a 40,72 £ 0,0014 pg/ml supérieure (p< 0,001) a celle de I’acide ascorbique (6,864 +
0,0016 pg/ml).

L’extrait de racines posséde un pouvoir concentration dépendant d’inhibition de la réduction

du DPPH" mais insuffisant pour pouvoir calculer I’IC50 correspondante.

4. Activité de piégeage du radical ABTS™" des extraits méthanoliques d’Urtica dioica L.

Le pouvoir scavenger du radical ABTS'" des deux extraits méthanoliques d’UDL (feuilles et
racines) a été déterminé a différentes concentrations et comparé a celui de 1’acide ascorbique
utilisé comme antioxydant de référence. Les résultats obtenus montrent les changements des
pourcentages d’inhibition de I’ABTS"* en fonction du log de la concentration finale des

extraits et de I’acide ascorbique et sont présentés dans la figure 5.
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Fig.5 Activité antiradicalaire vis-a-vis du radical ABTS'* des extraits méthanoliques des
feuilles et des racines d’Urtica dioica L. et de I’acide ascorbique (3,91 ; 7,81 ; 15,63 ;
31,25; 62,5; 125; 250 ; 500 ; 1000 pg/ml). Les resultats représentent les variations des
pourcentages d’inhibition de la réduction de PABTS"™ (Moyenne + SD) en fonction du
log des concentrations finales (N=3). Test ANOVA suivi du test de Tukey, *** p<0,001
(Comparaison avec I’acide ascorbique) ; ### p< 0,001 (comparaison entre les deux

extraits).
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Les résultats présentés dans la figure 5 montrent que le pourcentage d’inhibition du radical
ABTS"" est concentration dépendant. L’acide ascorbique, 1’extrait méthanolique des feuilles
d’UDL et I’extrait méthanolique des racines inhibent la réduction de ’ABTS"" a 83,48 +
0,055 %, 87,45 + 0,017 % et 48,79 + 0,0022 % respectivement a la concentration maximale
initiale de 1000 pg/ml.

L’extrait méthanolique des feuilles posséde un fort pouvoir de piégeage du radical ABTS *
avec une IC50 égale a 6,58 £+ 0,0059 pg/ml, égale (p> 0,05) a celle de 1’acide ascorbique (4,65
+ 0,0043 pg/ml). L’extrait méthanolique des racines a également un pouvoir de piégeage du
radical ABTS" et agit d’une maniére concentration dépendante, mais les pourcentages

d’inhibition obtenus étaient insuffisants pour calculer I’IC50 correspondante.

5. Pouvoir d’inhibition de I'auto-oxydation du pyrogallol des extraits méthanoliques

d’Urtica dioica L.

L’inhibition de 1'auto-oxydation du pyrogallol par les extraits méthanoliques des feuilles et
des racines d’Urtica dioica L. et de I’acide ascorbique a été déterminée a différentes
concentrations (250, 500, 1000- 2000, 4000, 6000, 8000 et 10000 pg/ml). Les résultats
montrent les variations des pourcentages d’inhibition de 1’auto-oxydation du pyrogallol en

fonction du log des concentrations finales et sont présentés dans la figure 6.
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Fig.6 Inhibition de I'auto-oxydation du pyrogallol par les extraits méthanoliques des
feuilles et des racines d’Urtica dioica L. et de I’acide ascorbique (250- 500- 1000- 2000-
4000- 6000- 8000- 10000 pg/ml). Les résultats représentent les variations des
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pourcentages d’inhibition de 1’auto-oxydation (Moyenne £ SD) en fonction du log des
concentrations finales (N=3). Test ANOVA suivi du test de Tukey.

D’aprés nos résultats, on remarque que les deux extraits d’Urtica dioica L. présentent un effet
important de piégeage de 1’anion superoxyde a travers la stabilisation du pyrogallol de fagon
concentration dépendante par rapport a ’acide ascorbique avec un pourcentage d’inhibition
maximale de 99,7 + 0,00023 % ; 99,54 + 0,0013 % et 99,72 + 0,0022 % pour I’acide
ascorbique, ’extrait des feuilles et 1’extrait des racines respectivement & une concentration

initiale de 10 mg/ml.

Le calcul des IC50 a montré que I’extrait méthanolique des feuilles posséde une IC50 de
549,4 + 0,082 ug/ml inferieure (p< 0,001) de celle de I’acide ascorbique (310 + 0,053 pug/ml).
Par contre, et a I’'inverse des résultats précédents, 1’extrait méthanolique des racines possede
une bon pouvoir d’inhibition de 1’auto-oxydation du pyrogallol et donc de piégeage de
I’anion superoxyde par rapport a celui de 1’acide ascorboque (p<0,05) et plus fort (p< 0,05)
que celui des extraits méthanoliques des feuilles & une 1C50 égale a 481,2 + 0,34 pg/ml

6. Pouvoir de réduction du fer des extraits méthanoliques d’Urtica dioica L.

La détermination de ’activité réductrice de fer ferrique en fer ferreux en utilisant les extraits
méthanoliques des feuilles et de racines d’UDL et ’acide ascorbique. Les résultats sont

représentes dans la figure 7.
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Fig.7 Pouvoir réducteur du fer des extraits méthanoliques des feuilles et des racines
d’Urtica dioica L. et de I’acide ascorbique (7,81 ; 15,63 ; 31,25; 62,5; 125; 250 ; 500 ;
1000 pg/ml). Les résultats représentent les variations de la DO en fonction du log des

concentrations finales (N=3).
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Les résultats de la figure 7 présentent les changements de la DO en fonction du log des
concentrations finales. On remarque que nos extraits de feuilles et de racines ont réduit le fer
d’une maniére concentration dépendante mais pas assez importante pour pouvoir calculer leur

EC50. L’EC50 de I’acide ascorbique était égale a 186,7 + 0,0029 pg/ml.

7. L’extrait méthanolique d’Urtica dioica L. possede une activité inhibitrice de la

dénaturation des protéines

La méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines a été utilisée pour évaluer les
propriétés anti inflammatoire des extraits méthanoliques d’Urtica dioica L. a différentes

concentrations (100, 250, 500 pg/ml). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 8.
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Fig.8 Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique des extraits méthanoliques
des feuilles et des racines d’Urtica dioica L. et du diclofénac de sodium (100, 250 et 500
ng/ml). Les résultats représentent les moyennes + SD (N=3), Test ANOVA suivi du test
de Tukey **p<0.01 ; ## p< 0,01 ; ### p<0,001.

Le pouvoir d’inhibition de la dénaturation protéique de I’extrait méthanolique des racines est
égal a celui du diclofénac de sodium (p> 0,05). Cette activité inhibitrice est plus grande a
celle de I’extrait des feuilles (p<0,01) qui atteint un taux de 67,55 = 2,3 % a la concentration
de 500 pg/ml contre 15,44 + 0,012 % a la méme concentration pour 1’extrait méthanolique des

feuilles.

33



Résultats

8. L’extrait méthanolique d’Urtica dioica L. possede une activité de stabilisation de la

membrane des globules rouges

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits méthamoliques des feuilles et de racines
d’Urtica dioica L., un autre test a été utilisé, il s’agit du test de stabilisation membranaire de
globules rouges obtenues a partir d’un lapin. Ce test consiste a incuber une suspension de
globules rouges de lapin, traitée avec une solution hypotonique avec les deux extraits
méthanoliques d’UDL ou le diclofénac de sodium a différentes concentrations (100, 250 et

500 pg/ml). Les résultats sont représentés dans la figure 9.
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Fig.9 Pourcentage d’inhibition de ’hémolyse des extraits méthanoliques des feuilles et
des racines d’Urtica dioica L. et du diclofénac de sodium (100, 250 et 500 pg/ml). Les
résultats représentent les moyennes + SD (N=3), Test ANOVA suivi du test de Tukey
***p<0.001. ; ## p<0,01 ; $3$ p<0,01.

L’étude du pouvoir inhibiteur de I’hémolyse des deux extraits méthanoliques d’UDL a montré
qu’ils possédent tous les deux une activité¢ inhibitrice de I’hémolyse. Cette activité est
concentration dépendante pour I’extrait des racines en augmentant la concentration de 250 a
500 pg/ml, égale a 5,3 % + 0,09 % et 29,12 + 0,0045 % respectivement (p< 0,01).

On remarque que !’inhibition de 1’hémolyse et donc la stabilisation de la membrane des
globules rouges est plus grande (p< 0,01) dans les racines (29,12 + 0,15 %) que dans les
feuilles (8,97 + 0,12 %) a la concentration de 500 ug/ml.
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9. L’extrait méthanolique d’Urtica dioica L. possede une activité inhibitrice de I’action

des protéases

Les résultats de I’activité inhibitrice de la protéase des extraits méthanoliques des feuilles et
des racines d’Urtica dioica L. et de ’acide ascorbique (31,25 ; 62,5 ; 125 ; 250 et 500 pg/ml)

est illustrés dans la figure 10.
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Fig.10 Pourcentage d’inhibition de D’action des protéases (trypsine) des extraits
méthanoliques des feuilles et des racines d’Urtica dioica L. et du diclofénac de sodium
(31.25, 62.5, 125, 250 et 500 pg/ml). Les résultats représentent les moyennes £ SD (N=3),
Test ANOVA suivi du test de Tukey **p<0.01. ; # p<0,05 ; ## p <0.01.

Les résultats présentés dans la figure 10 montrent que les deux extraits méthanoliques des
feuilles et des racines d’UDL possédent une activité inhibitrice de 1’action des protéases
démontrée par I’inhibition de ’activité de la trypsine.

L’activité de ’extrait de feuilles est plus grande a celle des racines. Elle atteint un taux
maximal d’inhibition de 41,70 + 3,21 % a la concentration de 500 pg/ml contre un taux de
31,19 + 2,12 % (p<0,05) pour les racines et égale a celui du diclofénac de sodium (40,23 +
0,97 %) (p> 0,05).
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10. L’extrait méthanolique d’Urtica dioica L. inhibe I’cedéme induit par I’injection de la

carragénine chez les souris

Chez la souris Wistar, 1’injectionde la carragénine 1 % au niveau de 1’aponévrose plantaire de
la patte arriére droite entraine la formation d’un cedéme dont la taille augmente au cours du
temps. Nous avons mesuré la taille de cette patte pour chaque souris aprés une heure
d’injection de la carragénine et durant 4 h. Les pourcentages d’augmentation de cette taille

sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3 Pourcentages d’augmentation de la taille de la patte des souris induite par

I’injection de la carragénine au niveau de I’aponévrose plantaire des souris.

Dose % d’augmentation
mg/kg 1h 2h 3h 4h
Témoin (Eau 576+0,10 | 70,06 +0,18 | 92,35+0,18 | 87,16 +0,26
physiologique)
Diclofénac de | 50 mg/kg | 66,63+0,90 | 54,19 +0,11 | 58,62+0,12 | 47,59 + 0,08
SOdlum * ** *kx
25mg/kg | 70,74+£0,20 | 56,42+0,15 | 64,51+£0,33 | 63,87 +0,02
Feuilles * ** *
$$ $$ $$ $$$
50 mg/kg | 36,8+0,30 | 28,29+0,18 | 27,36 £0,05 | 18,45+0,12
* * k% * k% *k*k
HH HH Hi# Hit#
25mg/kg | 72,44+0,27 | 61,23+0,40 | 67,09 +0,033 | 60,92 + 0,04
Racines * e *x
HH HH HH# Hi#
50 mg/kg | 33,98+0,11 | 24,46 +0,15 | 253+0,08 | 19,07 +0,06
* * k% * k% *k*k
$$ $3$ $3$ $$$

Les souris ont été traitées par voie orale avec le véhicule (eau physiologique), le médicament

de réference (diclofénac de sodium 50 mg/kg) et les extraits méthanolique des feuilles et des
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racines d’UDL (25 mg/kg et 50 mg/kg) 45 min avant I’injection a I’aponévrose plantaire de
souris de la carragénine 1% (100 ul). Le pourcentage d’augmentation de la taille de la patte
arriere droite a été mesuré pour chaque heure durant 4h. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SD, n= 06 souris dans chaque lot. Test ANOVA suivi du test de Tukey ; *
p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001(comparaison des lots traités avec le lot témoin). ## p<0,01 ;
### p<0,001 (Comparaison des lots traités par les extraits d’UDL avec le lot diclofénac de
sodium), $$ p<0,01 ; $$$ p<0,001 (comparaison entre les doses du méme extraits).

D’aprés le tableau 3, on remarque que l’injection de la carragénine 1% induit une
augmentation temps dépendante de la taille de la patte traitée au cours des 4 h qui suivent
I’injection. Les pourcentages d’augmentation de la taille sont les plus élevés dans le lot traité
par la carragénine seule, ce qui montre qu’elle constitue un bon modéle d’étude de
I’inflammation.

L’administration des différents traitements par voie orale induit une diminution de la taille des
pattes mesurée au cours du temps. Les taux de diminution varient selon I’efficacité du
traitement anti-inflammatoire administré. Ceci a été surtout enregistré dans les lots de souris
traitées par les extraits méthanoliques d’UDL a la dose de 50 mg/kg. Les différentes

différences sont bien mentionnées dans le tableau 3.

A partir de ces résultats, nous avons calculé le pourcentage d’inhibition de I’cedéme par les
extraits méthanoliques des feuilles et de racines 25 mg/kg et 50 mg/kg d’Urtica dioica L. et

par le diclofénac de sodium (50 mg/kg). Les résultats sont représentés dans la figure 11.

Les résultats présentés dans la figure 11 montrent que les deux extraits méthanoliques
(feuilles et racines) d’UDL possedent un effet anti-inflammatoire d’inhibition de 1’cedéme
induit par I’injection de la carragénine. Cette inhibition est plus significative que celle du
diclofénac de sodium pour les deux extraits administrés a la dose de 50 mg/kg et ceci durant
toute la durée du traitement. Les pourcentages d’inhibition atteignent des taux maximaux de
48,8 £ 0,067 %, 50,48 + 0,034 % et 40,34 = 0,098 % au bout de 4h pour les extraits
méthanoliques de racines, de feuilles et le diclofénac de sodium respectivement.

Les deux extraits agissent du méme niveau, aucune différence (p> 0,05) n’a été enregistrée
entre les deux a la dose de 50 mg/kg ou 25 mg/kg. Par contre, les inhibitions obtenues avec la
dose de 25 mg/kg étaient les plus faibles et sont inférieures a celle du diclofénac de sodium
(p<0,05).
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Fig.11 Activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques d’UDL exprimée en
pourcentage d’inhibition de I’eedéme induit par I’injection de la carragénine. Le véhicule
(eau physiologique), le médicament de référence (diclofénac de sodium 50 mg/kg) et les
extraits méthanoliques de feuilles et des racines d’UDL (25 mg/kg et 50 mg/kg) ont été
administrés par voie orale 45 min avant I’injection au niveau de 1’aponévrose plantaire de la
patte arriere droite des souris d’une solution de carragénine 1% (100 pl) et la taille de la patte
a été mesurée avant et chaque 1 h durant 4 h apres injection de la carragénine. Les résultats
sont exprimés en moyenne + SD. n= 6. Test ANOVA suivi du test de Tukey, * p<0,05; **
p<0,01 ; # p< 0,05 ; ## p<0,01 ; ### p<0,001.
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Discussion

L’objectif de cette étude était d’évaluer 1’activité antioxydante et anti-inflammatoire de
I’extrait méthanolique des deux parties (Feuilles et racines) de la plante Urtica dioica L.

(UDL) par des tests in vitro et in vivo chez la souris Wistar albinos.

L’intérét pour le développement des procédures d'extraction des composés bioactifs des
plantes a augmenté ces derniéres années, en raison du potentiel de I’application de ces
composés dans les domaines alimentaires, chimiques et pharmaceutiques. La récupération des
composés phénoliques a partir des matieres végétales est fortement influencée par la
procédure d'extraction (Shahid et al., 2015). Le choix du solvant est conditionné par le
caractére polaire des composés phénoliques. La solubilité des polyphénols est étroitement liée
au degré de polymeérisation en raison de 1’augmentation du nombre de groupes hydroxyles (-
OH) (Bonnaillie et al., 2012), ainsi que l'interaction de ces composés phénoliques avec
d'autres constituants et la formation de complexes insolubles. Pour cette raison, le méthanol a
été recommandé et est fréquemment utilisé pour I'extraction des composés phénoliques
(Falleh et al., 2008). Khoddami et al. (Khoddami et al., 2013) ont montré que le méthanol et
I’eau et leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure

récupération de composés phénoliques.

Les extraits utilisés dans notre expérimentation ont été obtenus apres macération de la poudre
fine de feuilles et de racines d’Urtica dioica L. (UDL) dans une solution hydro-méthanolique
(80/20) permettant d’extraire les molécules bioactives. D’apres les résultats obtenus le
rendement d’extraction était de 13.48 % et 6.3 % pour les feuilles et les racines d’UDL
respectivement par apport au poids initial de la poudre. En comparaison avec une autre étude
de Ozkan et al., (Ozkan et al., 2011) , le rendement d’extraction des feuilles d’Urtica dioica L.
était de 28.1 %. Orhan et ses collaborateurs (Orhan et al., 2012) ont montré que le rendement
d’extraction des feuilles d’Urtica dioica L. était de 23.76 %. Cette différence dans le
rendement d’extraction est influencée par plusieurs parametres comme la distribution
géographique, le choix du solvant d’extraction, la période de récolte et les conditions de
séchage (Daudi et al., 2015).

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour déterminer la teneur en polyphénols
contenus dans les deux extraits d’UDL. Nos résultats montrent que la teneur en polyphénols
totaux dans 1’extrait des feuilles et de racines d’UDL était de 100,22 + 1.083 et 17,24 + 0.050
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mg EAG/g respectivement. Ces teneurs sont plus élevées que celles retrouvées par Orhan et
al. (Orhan et al., 2012) (5.41 + 0.01 mg EAG/g) et celles de Sidaoui et ses collaborateurs
(Sidaoui et al., 2015) qui ont montré que la teneur en polyphénols des feuilles d’UDL est de

11.62 £ 1.75 mg EAG/g, en utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction.

De plus, une étude réalisée sur les feuilles et les racines d’UDL a montré que la teneur en
polyphénols est de 132.00 + 6.5 et de 164.00 + 8.4 mg EAG/g respectivement (Guder et
Korkmaz, 2012).

Zoran et ses collaborateurs (Zoran et al., 2012) ont trouvé une teneur plus élevée qui attient
332.19 + 2.79 mg EAG/g de polyphénols dans I’extrait méthanolique des feuilles d”UDL.

Concernant le taux des flavonoides, nos résultats sont en accord avec ceux de Guder et
Korkmaz (Glider et Korkmaz, 2012), qui ont trouvé que la teneur en flavonoide des feuilles
d’UDL est plus élevée (65.8 + 3.5 mg EQ/g) par apport a la teneur en flavonoide de racines
(21 £ 0.8 EQ/Q).

En 2012, Zoran et ses collaborateurs (Zoran et al., 2012) ont montré que la teneur en
flavonoides de 1'extrait méthanolique des feuilles d’UDL était de 20.29 + 0.48 EQ/g, cette
teneur est relativement inferieure a la valeur obtenue dans notre étude. Ozkan et al. (Ozkan et
al., 2011) ont rapporté que la teneur en flavonoides des feuilles d’URL est de 33.94 + 1.91
EQ/g, en utilisant comme solvant d’extraction le méthanol. De plus, Karma et ses
collaborateurs (Karma et al., 2017) ont révélé que la teneur en flavonoide de I’extrait
¢thanolique des feuilles d’UDL est de 43 £ 0.01 EQ/g d’extrait.

Une autre étude réalisée par Kulcu et al. (Kulcu et al., 2019) a montré que la teneur en
flavonoide de I’extrait éthanolique, I’extrait d’héxane et 1’extrait aqueux d’UDL sont de
I’ordre de 142,19 £ 0,83 ; 42,56 + 0,05 ; 27,16 = 0.29 EQ/g d’extrait respectivement.

Toutes ces différences peuvent étre dues au protocole d’extraction, la méthode de dosage,
solvant utilisé pour I’extraction, le climat, les conditions de croissance, le stade de
développement de la plante et le moment de récolte (Zeipina et al., 2015). Nencu et ces
collaborateurs (Nencu et al., 2013) ont rapporté que la teneur en composés phénoliques est
liée a la phase de maturation de la plante ¢’est-a-dire que la plante est plus riche en composés

phénoliques lorsque elle est jeune.

Les tanins condensés (TCs) ont fait I’objet d’une attention considérable dans les domaines de

la nutrition, de la santé et de la médecine, principalement en raison de leurs activités
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physiologiques. Leurs activités biologiques telles que les activités antioxydantes,
anticancéreuses et antimicrobiennes sont aussi bien documentées.

Les tanins condensés varient considérablement dans la distribution de la masse molaire. Par
exemple, les tanins condensés dans les plantes peuvent étre composés d'especes moléculaires
avec une large gamme de masses molaires allant jusqu'a 20 000 (Chen et al., 2014).

Dans cette expérimentation o, le dosage des TCs a été réalisé par la méthode du butanol-HCI,
qui est basée sur la réaction de dépolymérisation des TCs en milieu acide. Cette réaction
conduit a la libération des anthocyanidines correspondants aux monomeres clivés (Blain,
1998). Les résultats ont montré que la teneur en proanthocyanidines dans I’extrait
méthanolique des feuilles est plus élevée 4.68 g = 0,001 (p<0,001) par rapport que celle des
racines 0.413 + 0,034 pg équivalent de Cyanidine /g de matiére séche (ug Eq C/g M.S).

Cette différence peut étre due a la variation de la masse molaire des TCs dans chaque
échantillon. Collin et Crouzet, 2011 (Collin et Crouzet, 2011) ont montré que ’acétone, et
I’éthanol sont les deux solvants les plus recommandés pour récupérer sélectivement les acides

tanniques de haut poids moléculaire tel que les proanthocyanidines.

La méthode DPPH" a été largement appliquée pour estimer l'activité des antioxydants. Le
DPPH", un radical libre stable de couleur pourpre, se transforme en un composé jaune stable
lors de sa réaction avec un antioxydant (Mzid et al., 2017).

Dans cette étude, la capacité de I’extrait de feuilles et de racines d’UDL a piéger le DPPH" a
été évaluée. La capacité de réduction du DPPH" a été déterminée par la diminution de son
absorbance a 517 nm. Nos résultats montraient que les extraits méthanoliques des feuilles et
des racines d’UDL posseédent un pouvoir de piégeage du radical DPPH" concentration
dépendant avec une IC50 égale a 40,72 + 0,0014 pg/ml pour I’extrait de feuilles.

Le piégeage de DPPH" par I’extrait méthanolique des feuilles d’UDL est supérieurs a celle de
racines, cette distribution de pouvoir antiradicalaire est due a la teneur élevée de composés
phénoliques dans les feuilles. D’aprés Bidie et al. (Bidie et al., 2011), les plantes qui
possédent une bonne activité antioxydantes contiennent de fortes teneurs en groupement
phénoliques.

Nos résultats sont identiques a ceux de Zoran et al. (Zoran et al., 2012) et Orhan et al. (Orhan
et al.,, 2012)  qui ont révélé que I’activité antiradicalaire d’extrait des feuilles vis-a-vis du

radical DPPH" est relativement faible par rapport a celle de 1’acide ascorbique.
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Une étude réalisée par Guler et al. (Guler et al., 2013) sur I’effet antioxydant d’Urtica dioica
L. par deux types de macération (aqueuse et éthanolique) a révélé des 1C50 de 300 et 370 ug
/ml pour les deux extrait respectivement.

En 2012, Albayrak et ses collaborateurs (Albayrak et al.,, 2012) ont constaté que le
pourcentage d’inhibition de I’extrait de feuilles d’UDL a une concentration de 2 mg/ml est de
40 %.

Ces résultats montraient que I’activité antiradicalaire vis-a-vis de radical DPPH" est
influencée par le choix de solvant d’extraction et la teneur en composé phénolique.

Comme le DPPH’, la méthode ABTS™™ est largement utilisée pour évaluer la capacité
antioxydante de diverses substances, notamment des extraits de plantes. Dans cette étude,
nous avons montré que les deux extraits possédent un pouvoir de piégeage de ’ABTS™™ par
rapport a 1’acide ascorbique (standard) avec des IC50 de ’ordre de 6.058 pg/ml pour les

feuilles et 5.690 pg/ml pour les racines.

Les études antérieures ont aussi montré que 1’extrait méthanolique d’Urtica dioica L. possede
une activité antioxydante de piégeage du radical ABTS"". Nos résultats sont en accord avec
ceux de Sidaoui el (Sidaoui et al., 2015) ont trouvé une IC50 égale a 5,3 pg/ml
comparativement a 1’acide ascorbique qui est égale a 1,84 pg/ml. Nos résultats sont meilleurs
que ceux obtenus par Zoran et ses collaborateurs (Zoran et al., 2012) qui ont trouvé une IC50

égale a 23,55 pg/ml.

Le pyrogallol est un polyphénol qui génére le radical anion superoxyde (Bruges et al., 2018)
et donne une couleur violette (Chen et al., 2005). Il est instable et réagit facilement avec le
dioxygeéne dans des solutions a pH 7,4 pour former la purpurogalline (Honda et al., 2017) puis
I’anion superoxyde (Henry et al.,1989). Ce dernier est 1’'un des précurseurs des radicaux

hydroxyles, qui initie indirectement la peroxydation lipidique (Zhang et al., 2010).

Dans notre étude, les extraits méthanoliques des feuilles et des racines d’Urtica dioica L.
présentaient une activité inhibitrice d’autoxydation de pyrogallol, mais cette activité est

inférieure a celle de I’acide ascorbique.

L’étude de Giider et Korkmaz (Giider et Korkmaz, 2012) suggére que le pourcentage
d’inhibition de I’anion superoxyde par 1’extrait des feuilles et des racines d’Urtica dioica L.
est de 72.9 % et 91.1 % respectivement, Ces résultats ont indiqué que 1”extrait d’UDL avait

un effet visible sur le piégeage du radical anion superoxyde.
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En plus, I’étude de Xu et al., 2013 (Xu et al., 2013) a montré que certains flavonoides comme
la chrysine qui est présente dans les feuilles et les racines d’Urtica dioica L. (Bouali et al.,
2014) inhibent la formation des intermédiaires de l'autoxydation du pyrogallol et sont

capables de piéger I’anion superoxyde.

La méthode de I’estimation du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du complexe Fe®*
TPTZ (complexe incolore) en Fe® * -tripyridyltriazine (complexe de couleur bleue) formé par
I'action d'antioxydants donneurs d'électrons a faible pH. Cette réaction est contr6lée en

mesurant le changement d'absorbance a 593 nm (Rajurkar et Hande, 2011).

Nos résultats ont montré la présence d’un faible pouvoir réducteur pour les deux extraits
d’UDL concentration dépendant.

Ces résultats sont comparables a ceux qui sont trouvées par Zoran et al (Zoran et al., 2012),
qui ont démontré que I’extrait d’Urtica dioica L. représente un pouvoir réducteur trés faible
7.50 + 0.43 par rapport au ’acide ascorbique, 143.09 £ 11.2 mM (Fe 11)/g respectivement.
Ozkan et al (Ozkan et al., 2011) ont démontré que le pouvoir réducteur de 1’extrait
méthanolique d’Urtica dioica L. est de 38.65 + 3.43 mmol (Fe 11)/g.

L’étude de Kataki et al (Kataki et al., 2012), confirme aussi que I’extrait méthanolique des
feuilles d’Urtica dioica L. posséde un pouvoir réducteur est moins élevé que celui du standard
(tocophérol) et qu’il est concentration dépendant (Kataki et al., 2012).

Cette étude conclut qu’Urtica dioica L. est considérée comme une source potentielle
d’antioxydants naturels. La présence de composés actifs pourrait étre responsable de leurs
effets thérapeutiques. Les propriétés antioxydantes sont attribuées aux flavonoides en raison
de leurs groupes hydroxyle qui pouvant agir surtout en tant que piégeurs de radicaux libres
(Mzid et al., 2017).

L'infiltration cellulaire, due au rdle central joué par les leucocytes, est un aspect important de la
réponse inflammatoire (Umapathy et al., 2010). Les enzymes lysosomales libérées au cours de
I’inflammation produisent divers troubles qui entrainent des lésions des tissus en
endommageant les macromolécules et induisent la peroxydation lipidique des membranes
(Pungle et al., 2018). La stabilisation de la membrane lysosomale est importante pour limiter la
réponse inflammatoire en inhibant la libération de constituants lysosomaux de neutrophiles
activés telle que les enzymes bactéricides et les protéases (Chippada et al., 2011). Comme la
membrane des globules rouges est semblable a celle de la membrane lysosomale, I'inhibition de
I'némolyse des globules rouges peut fournir des informations sur le processus inflammatoire
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(Umapathy et al., 2010). La stabilisation de ces membranes cellulaires peut retarder ou inhiber
la lyse et la libération ultérieure du contenu cytoplasmique, ce qui minimise a son tour les
Iésions tissulaires. Par conséquent, les substances qui contribuent de maniére significative a la
protection de la membrane cellulaire contre les substances nocives sont importantes pour

inhiber la progression de lI'inflammation (Gunathilakeet al., 2018).

La stabilisation de la membrane érythrocytaires de la lyse membranaire induite par une
solution hypotonique peut étre considérée comme une mesure in vitro de l'activité anti-
inflammatoire des médicaments ou des extraits de plantes (Chippada et al., 2011). D’apres les
résultats de notre expérimentation, 1’extrait méthanolique d’Urtica dioica L. des feuilles et de
racines présente une stabilisation de la membrane érythrocytaire d’une maniére concentration
dépendante. Les racines possedent un pouvoir de stabilisation des membranes plus important
que celui des feuilles (p< 0,01) mais inférieur a celui du diclofénac de sodium utilisé comme
médicament de référence atteignant un maximum de 29,12 + 0,15 % contre 8,97 + 0,12 %
pour les feuilles a la cencentration de 500 pg/ml.

Les racines d’UDL sont connues pour leur contenance en Sstérols comme le B-sitostérol et le
stigmastérol, ... On pense que leur pouvoir de stabilisation de la membrane lysosomale est dU
a la présence de ces stérols qui agissent sur la fluidité membranaire (Mamta et Preeti, 2014).

Le diclofénac est I’'un des médicaments non stéroidiens, qui agit en inhibant la synthése de
prostaglandines et de thromboxane, en inhibant 1’action des deux isoformes de 1’enzyme
membranaire cyclooxygénase (COX-1 et COX-2) (Ahmad et al., 2013).

En plus de leur action inhibitrice des cyclooxygénases, les anti-inflammatoires non stéroidiens
agissent soit en stabilisaient les membranes lysosomales, soit en inhibaient les enzymes
lysosomales (Kumari et al., 2015).

L’inhibition des protéases a été impliquée dans les réactions anti-inflammatoires. Les
neutrophiles sont connus pour étre une source de protéase qui transporte dans leurs granules
lysosomaux de nombreuses sérines protéases (Govindappa et al., 2011). Pour étudier l'activité
des inhibiteurs de la sérine protéase, nous avons étudi¢ 1’activité inhibitrice de 1’extrait
méthanolique des feuilles et de racines d’UDL. Nos résultats ont montré que [’extrait
méthanolique des feuilles d’UDL posséde une activité d’inhibition de 1’action des protéases
égale a celle du diclofénac de sodium et significativement plus élevée a celle de I’extrait

méthanolique des racines (p<0,05).

La dénaturation des protéines est bien documentée dans la littérature est due a un processus

inflammatoire ressemblant a 1’arthrite (Umapathy et al., 2010). La dénaturation des protéines
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est une cause bien connue d'inflammation dans des conditions telles que la polyarthrite
rhumatoide (Padmanabhan et Jangle, 2012). Cette protection contre la dénaturation des
protéines était le premier mécanisme d'action des AINS étudié (Mizushima et al., 1964).

Les lésions tissulaires au cours de la vie pourraient étre assimilées & la dénaturation des
constituants protéiques des cellules ou de la substance intercellulaire. Par conséquent, la
capacité d'une substance a inhiber la denaturation d'une protéine signifie un potentiel apparent
d'activité anti-inflammatoire (Osman et al., 2016). D’aprés nos résultats, 1’extrait méthanolique
de racines permet d’inhiber la dénaturation de BSA a un pourcentage de 67.55 + 2,3 % au
méme degré que le diclofénac (p> 0,05). Cette protection de la dénaturation des protéines est
concentration dépendante.

L'inflammation induite par le carragénine est un modéle utilisé in vivo pour la détermination
d'agents anti-inflammatoires non stéroidiens actifs (Samuel et al., 2011). Cette technique a été
sélectionnée en raison de sa simplicité d'exécution, de sa rapidité d’induction des symptomes
caractéristiques de I'inflammation (développement de 1’cedéme dans I’heure qui suit l'injection,
avec un effet maximal au bout de 4 heures) et également en raison de sa reproductibilité
(Chatter Riahi et al., 2011). La carragénine est un polysaccharide sulfaté extrait a partir des
algues, utilisé pour provoquer 1’cedéme par I’induction de la libération des médiateurs
inflammatoires et pro-inflammatoires (prostaglandines, leucotriénes, histamine, bradykinine,
TNFa, etc.) (Amdekar et al., 2012). L'eedéme de la patte induit par la carragénine est un
événement biphasique. La phase initiale est attribuée a la libération d'histamine et de
sérotonine, tandis que la deuxiéme phase de I'eedeme est due a la libération de prostaglandines,
des protéases du lysosome (Asongalem et al., 2004 ; Silva et al., 2005), ce qui explique
I’augmentation de la taille des pattes des souris obtenue apres la premiere heure suivant son
injection. Cette phase est sensible a la fois aux agents anti-inflammatoires stéroidien et non

stéroidien utile sur le plan clinique (Amdekar et al., 2012).

Le pretraitement des souris par le diclofénac de sodium (50 mg/kg) et les extraits
méthanoliques des feuilles et des racines d’UDL (25 mg/kg et 50 mg/kg) a montré que les deux
extraits méthanoliques d’UDL induisent une inhibition remarquable de l'inflammation induite
par la carragénine a partir de la premiére heure suivant son injection caractérisée par la
réduction de la taille de la patte des souries. Les extraits méthanoliques des feuilles et des
racines d’UDL présentent des pourcentages d’inhibition maximaux a la dose de 50 mg/kg par
rapport a la dose 25mg/kg et au diclofénac de sodium (50 mg/kg).
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L’évaluation de l'activité anti-inflammatoire de I'extrait des feuilles d'Urtica dioica L. a la dose
de 400 mg / kg a montré la présence d’une réduction de I’inflammation d’une maniére
significatif (p<0.05) par apport au médicament (Indométacine 10mg/kg) (Hajhashemi et al.,
2013)

Une autre étude menée par Liao et al. (Liao et al., 2016) suggére que le gel a base des racines
d’Urtica dioica L. (200 mg/kg) présentait un pourcentage d'inhibition plus élevé que celui du

gel a base d’indométacine (10 mg/kg).

D’une maniére générale, le mécanisme anti-inflammatoire des composés phénoliques est di a
leurs actions sur plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire, en inhibant le métabolisme
de I’acide arachidonique, les mécanismes de la transduction du signal impliqués dans
’activation des cellules inflammatoires (Iwalewa et al., 2007), la synthése des cytokines pro-
inflammatoires, I’expression des molécules d’adhésion et la génération des espéces réactives

de I’oxygene (Oskouei et al., 2015).

Bakhshaee et al. (Bakhshaee et al., 2017) ont rapporté que l'adénine, le nicotinamide, la
synéphrine et l'osthole, présents dans Urtica dioica L. possedent des propriétés anti-
inflammatoires et anti-allergénes. Tous ces composés se sont révélés avoir des effets anti-
inflammatoires importants. Il est intéressant de noter que la synéphrine, un alcaloide qui a
longtemps été utilisé comme décongestionnant nasal, est utilisée en médecine traditionnelle
chinoise pour le traitement de 1’allergie saisonnicre et d’autres troubles inflammatoires. Plus
récemment, il a été démontré que I'extrait d'Urtica dioica L. induit I’inhibition in vitro de
plusieurs événements inflammatoires. Ceux-ci incluent l'activité antagoniste et agoniste du
récepteur de 1’histamine qui bloque la production et la libération d'histamine, I'inhibition de la
tryptase des mastocytes empéchant la degranulation des mastocytes et la libération consecutive
des cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires et I’inhibition de la cyclooxygénase (COX-

1 et COX-2) qui sont impliquées dans I'induction de nombreux phénomenes inflammatoires.

Il est bien connu aujourd’hui que les polyphénols et plus précisément les flavonoides sont les
molécules responsables de I’activité antioxydante des extraits de plantes (Bouali et al., 2014).
Les résultats de notre étude ont montré une richesse de 1’extrait de feuilles d’UDL en
polyphénols et flavonoides par rapport a 1’extrait de racines. Ceci peut expliquer la différence
des pouvoir antioxydants enregistrés entre les deux extraits et la faiblesse du pouvoir de ce

dernier.
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Parmi les molécules présentes dans les extraits de feuilles, il y a la quercétine, le kampfeérol, la
chrysine et la naringénine (Bouali et al., 2014). La quercétine est un flavonoide connu pour
son fort pouvoir antioxydant. Elle est capable de piéger le DPPH et ’ABTS™ grace a sa
capacité de céder un électron ou un atome d’hydrogéne (Dolatabadi et al., 2014). Le
kampférol est aussi capable de piéger le DPPH et le radical ABTS™* (Houng et al., 2017 ;
Deng et al., 2019).

L’extrait méthanolique de racines, malgre sa faible teneur en flavonoides, il a un fort pouvoir
anti-inflammatoire. Une molécule spécifique est présente dans ces racines, c’est un tannin
appelé acide vallique. Ce dernier est doué d’une forte activité anti-inflammatoire a travers
I’inhibition du recrutement les neutrophiles, de la production des cytokines et de 1’activation
de la voie NFxB (Calixto-Campos et al., 2015). Elles sont aussi caractérisees par la présence
des lectines, a activité immunomodulatrice et anti-inflammatoire en inhibant la production du
TNF-0 et par conséquent la voie NF-kB. Lorsqu’elles sont administrées, ces lectines

entrainent une inhibition de 12h de 1’cedéme induit chez les rats (Wagner et al., 1994).

48



Conclusion
&
Perspectives



Conclusion et perspectives

Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Et comme la phytothérapie suscite un renouveau d'intérét, nous
sommes intéresses dans ce travail a étudier ’activité antioxydante et anti-inflammatoire des
extraits méthanoliques des feuilles et des racines de la plante Urtica dioica L.

L’étude phytochimique a montré que ’extrait des feuilles est plus riche en polyphénols,

flavonoides et en tanins par rapport a I’extrait de racines.

L’étude du pouvoir antioxydant a été réalisée par des tests in vitro et ont montré que 1’extrait
de feuilles posséde un plus fort pouvoir antioxydant par rapport a 1’extrait de racines. Ils ont
un pouvoir de piégeage de différents radicaux libres comme le radical DPPH", le radical

ABTS " et d’inhibition de ’auto-oxydation du pyrogallol.

Cette étude a permis de montrer aussi que les deux extraits possédent un fort pouvoir anti-

inflammatoire ;

- L’extrait de racines agit principalement en inhibant la dénaturation des protéines et en induisant la
stabilisation de la membrane des globules rouges a travers 1’inhibition de leur hémolyse et ce, d’une

maniére concentration dépendante

- L’extrait de feuilles agit principalement par I’inhibition de I’action des protéases. Les deux extraits
(50 mg/kg) possedent le méme pouvoir d’inhibition de 1’cedéme induit chez la souris Wistar par
injection de la carragénine égale a 48,8 + 0,045 % pour les racines et 50,48 + 0,132 % pour les feuilles

plus efficacement que le diclofénac de sodium.

Ces résultats ont confirmé les utilisations potentielles d’Urtica dioica L. en médecine

traditionnelle algérienne.

Perspectives

Vue I’'importance des résultats obtenus, il serait intéressant de compléter ce travail par 1’étude
de la composition chimique détaillée d’Urtica dioica L., I’étude des mécanismes moléculaires
responsables des effets obtenus, et I’identification de la (les) molécule(s) responsables de ces
effets.
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Annexe 1

Annexe 2

Absorbance

Absorbance

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

y =0,0075x + 0,0503 ¢
R?=0,9956

20 40 60 80 100 120
Acide gallique pg/ml

Annexe 1 Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

y =0,003x + 0,0001
R*=0,9997

20 40 60 80 100 120 140
Quercétine pg/ml

Annexe 2 Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Evaluation de activité antioxydante et anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique d’Urtica
dioica L.

Résumé

Le stress oxydant et la réponse inflammatoire constituent deux phénoménes impliqués dans la
physiopathologie de diverses maladies. La découverte et le développement permanent de nouvelles
molécules et agent thérapeutiques constituent toujours une nécessité. Notre étude vise a évaluer
I’activité antioxydante et anti-inflammatoire de deux parties (feuilles et racines) d’un extrait
méthanolique d’Urtica dioica L. D’abord I’étude de la composition chimique a montré que 1’extrait
des feuilles est plus riche en polyphénols, flavonoides et tanins que celui des racines. L’évaluation de
I’effet antioxydant a montré que I’extrait des feuilles posséde un plus fort pouvoir antioxydant de
piégeage de DPPH" (IC50 = 67,19 + 0,0012 ug/ml), de ’ABTS"* (IC50= 6,58 + 0,0059 ug/ml) et de
pyrogallol (IC50= 549,4 + 0,082 ug/ml), avec une IC50 de 481,2 + 0,34 pg/ml pour les racines,
contre ce dernier. Tous les deux extraits posseédent un fort pouvoir anti-inflammatoire. L’extrait des
racines agit principalement en inhibant la dénaturation des protéines et I’hémolyse d’une maniére
concentration dépendante alors que I’extrait des feuilles agit principalement par I’inhibition de
I’action des protéases. Les deux extraits (50 mg/kg) possédent le méme pouvoir d’inhibition de
I’cedéme induit chez la souris Wistar par injection de la carragénine égale a 48,8 £ 0,045 % pour les
racines et 50,48 + 0,132 % pour les feuilles. Notre extrait méthanolique constitue un bon agent
antioxydant et anti-inflammatoire.

Mots clés : Urtica dioica L., activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, feuilles, racines.

Abstract

Oxidative stress and inflammatory response are two phenomena involved in the pathophysiology of
various diseases. The discovery and development of new molecules and therapeutic agents are always
a necessity. Our study aims to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activity of two parts
(leaves and roots) of a methanolic extract of Urtica dioica L.. First, the study of the chemical
composition showed that the extract of the leaves is richer in polyphenols, flavonoids and tannins
than roots. The evaluation of the antioxidant effect showed that the leaf extract had a stronger
antioxidant DPPH" (IC50 = 67.19 £ 0.0012 pg / ml), ABTS" + (IC50) = 6.58 = 0.0059 ug / ml) and
pyrogallol (IC50 = 549.4 + 0.082 pg / ml) scavenger activity, with an 1C50 of 481.2 + 0.34 pg / ml
for the roots against pyrogallol. Both extracts have a strong anti-inflammatory power. The root extract
acts primarily by inhibiting protein denaturation and hemolysis in a concentration-dependent manner
while the leaf extract acts primarily by inhibiting the action of proteases. The two extracts (50 mg
/kg) have the same inhibition capacity against carrageenan inducing edema in Wistar mice equal to
48.8 £ 0.045 % for the roots and 50.48 + 0.132% for the leaves. Our methanolic extract is a good
antioxidant and anti-inflammatory agent.

Key words: Urtica dioica L., antioxidant activity, inflammatory activity, leaves, roots.
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