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Introduction

Introduction

L'inflammation est une réaction physiopathologique des tissus vivants aux lésions
conduisant a une accumulation locale de liquide plasmatique et de cellules sanguines. Elle
impliqgue une séquence complexe d'événements biochimiques étroitement associes a la
pathogenése de diverses maladies telles que la polyarthrite rhumatoide, I'ostéoarthrite, la goutte
aigué et la migraine (Mansour et al., 2014).

Le traitement actuel de I’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens. Ces molécules bien qu’étant efficaces présentent le plus
souvent des effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long cours (Gaziano et
Gibson, 2006).

En Algérie la phytothérapie est utilisée depuis toujours dans le secteur de la médecine
traditionnelle. Aujourd’hui les plantes jouent encore un rdle trés important dans les traditions
thérapeutiques et la vie des habitants, mais les regles de leur utilisation manquent parfois de
rigueur et ne tiennent pas compte des nouvelles exigences de la thérapeutique moderne
(Rahmani et al., 2016).

Les végétaux produisent une grande variété des métabolites secondaire, et en particulier
les composés phénoliques, dont I’intérét est souvent important pour I’homme dans les domaines
pharmacologiques et agroalimentaire (Macheix et al., 2005). Les polyphénols ont montré de
nombreuses activités biologiques et avantages pour la santé dans la prévention et le traitement
des maladies liées au vieillissement, des cancers, des maladies cardiaques, et des maladies

inflammatoires (Li et al., 2014).

Dans ce contexte, I’objectif de notre travail est de valoriser 1’utilisation traditionnelle de
certaines plantes médicinales notamment celles sélectionnées au cours de ce travail a savoir
Marrubium vulgare L. et Salvia verbenaca L. et d’apporter une base scientifique a leur

’utilisation dans le traitement de I’inflammation.

Notre travail sera réparti en deux parties :

e Une partie relative a 1’étude bibliographique de I'inflammation et des polyphénols.
e Une autre partie réservée a I’étude expérimentale relative au dosage des composés
phénoliques des deux plantes choisies, I’évaluation des effets préventifs des extraits

polyphénoliques contre I'inflammation in vivo sur ’cedéme inflammatoire aigué de la



Introduction

patte des souris induit par la carragénine et I’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire in

vitro par deux tests des extraits bruts préparés a différentes concentrations.
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Chapitre | Généralités sur Uinflammation

. Généralités sur ’inflammation

I.1. Définition

L'inflammation est une réponse physiologique de défense ou d'adaptation a une agression,
qui peut étre un microorganisme ou toutes substances particulaires ou solubles, étrangeres a
I’organisme (Pasquier, 1995). Elle a pour rdole essentiel 1’¢limination de 1’agent pathogéne et la
réparation du tissu lésé (Yougbaré-Ziebrou, 2015). Elle consiste en une cascade étroitement
réglementée de processus immunologiques, physiologiques et comportementaux orchestrés par des
molécules de signalisation immunitaires solubles appelées cytokines (Ashley et al., 2012). Son

contréle dépend d'un équilibre subtil entre cytokines pro- et anti-inflammatoire (Cynober, 2000).

1.2. Symptomes

L’inflammation est un mécanisme universel de défense et de réparation tissulaire apres
agression. Bénéfique pour 1’organisme, elle doit, pour atteindre son but, faire payer le prix au
malade avec des symptomes pénibles, locaux (rougeur, chaleur, cedéme, douleur), généraux (fievre,
asthénie, anorexie, myalgies, torpeur...), et parfois dangereux (occlusion ou rupture d’une artére au

cours d’une vascularite) (Muster, 2005).

1.3. Types de I’'inflammation

Il existe généralement deux types d'inflammation: I'inflammation aigué et I'inflammation
chronique (Pahwa et Jialal, 2018)
1.3.1. Inflammation aigué

La réponse inflammatoire aigué est définie comme une série de réponses tissulaires pouvant
survenir dans les premieres heures suivant la lésion (Ward, 2010). L'inflammation aigué est
caractérisée par une vasodilatation, une exsudation de liquide et une infiltration de neutrophiles
(Figure 1). Ces processus sont actives et amplifiés par une série de facteurs intracellulaires et
extracellulaires qui coordonnent étroitement le processus inflammatoire (Sherwood et Toliver-
Kinsky, 2004). Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement, mais

peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Rousselet et al., 2005).
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Chimiotaxiel

Exsudation de
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Figure 1: Mécanisme de réponse inflammatoire aigué (Male, 2005).

1.3.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique est un phénoméne persistant pouvant entrainer des Iésions
tissulaires (Gabay, 2006). Dans de nombreux cas, la réponse inflammatoire chronique peut
persister pendant de longues périodes (quelques mois a quelques années) (Ward, 2010). En général,
elle est caractérisée par la présence de macrophages, de monocytes et de lymphocytes avec
prolifération de vaisseaux sanguins et de tissus conjonctifs (Anderson, 1993). L'inflammation
chronique est universellement associée a des maladies d'affluence et a une durée de vie prolongée
telles que I'obésité, les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives et le cancer
(Okin et Medzhitov, 2012).

1.4. Phases de I’inflammation

L'inflammation est caractérisée par trois phases principales : une phase vasculaire, une phase
cellulaire et une phase de réparation (Pasquier, 1995).
1.4.1. Phase vasculaire

La réponse inflammatoire commence par une vasodilatation, stimulée par la libération de

facteurs solubles tels que l'oxyde nitrique (NO), la bradykinine, I'histamine et les prostaglandines

4
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(Serra et al., 2017). Ces médiateurs peuvent dériver des microbes, du tissu 1ésé, des mastocytes et
des autres leucocytes et de fraction du complément (Lydyard et al., 2002). Au cours de la phase
vasculaire, il a lieu une vasodilatation artériolaire, capillaire et veinulaire, ainsi qu'une augmentation
de la perméabilité. Les Polynucléaires neutrophiles (PNN) du sang se disposent a la périphérie des
petits vaisseaux, adherent aux cellules endothéliales par I'intermédiaire de molécules de I'adhérence
induites a la surface des deux types cellulaires, puis passent a travers la paroi des vaisseaux et se
dirigent vers le lieu de 1’agression (Pasquier, 1995). Les plaquettes activées roulent et adherent a
I'endothélium enflammé et interagissent avec les PNN. Ces interactions transitoires avec les
neutrophiles et les cellules endothéliales sont médiées par la P-sélectine (Mekaj, 2016). En générale
la phase vasculaire comportent trois phénomenes : une congestion active, un cedéme inflammatoire

(I'exsudat), et une diapédese leucocytaire (Rousselet et al., 2005).

1.4.2. Phase cellulaire (d’amplification)

La phase cellulaire, caractérisée par l'infiltration de leucocytes sur le site de la blessure
(Vergnolle, 2003). Un groupe d'agents chimiotactiques tels que des endotoxines microbiennes, un
fragment du complément C5a et des interleukines (IL) ainsi que des sécrétions de basophiles telles
que le facteur d'activation des plaquettes (PAF), I'histamine et le leukotriéne peuvent stimuler une
infiltration intense de leucocytes en quelques minutes (Abdulkhaleq et al., 2018). Parmi les
leucocytes, les PNN sont les premiéres cellules circulantes a arriver au niveau du tissu lésé. Si les
neutrophiles ne suffisent pas pour détruire les microbes, des monocytes/macrophages circulants,
attirés par les chimiokines, vont venir en renfort sur le site 1ésé pour phagocyter les microbes et les
débris cellulaires (Schwartz, 2011). D’une autre part, IL-12 et I’Interféron gamma (IFNy)
fonctionnent ensemble pour amplifier les réponses immunitaires innées et adaptatives (Sherwood et
Toliver-Kinsky, 2004).

1.4.3. Phase de réparation (résolution)

La résolution de l'inflammation est un processus actif et coordonné visant a restaurer
I'intégrité et la fonction des tissus (Ortega-Gomez et al., 2013). Elle empéche la progression d’une
inflammation aigué en une inflammation chronique persistante (Sugimoto et al., 2016). Les
processus fondamentaux de la résolution incluent la limitation ou la cessation de l'infiltration des
neutrophiles et la contre-régulation des chimiokines et des cytokines (Headland et Norling, 2015).
Les lipoxines, protectines, résolvines, marésines sont des médiateurs possédent des fonctions clés
dans les mécanismes endogenes de contre-régulation de I’inflammation et d’activation de la

résolution (Barnig, 2016).
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Un autre processus est I’induction de l'apoptose dans les neutrophiles épuisés et leur
efférocytose subséquente par les macrophages qui ingerent des neutrophiles apoptotiques
(Headland et Norling, 2015 ; Ortega-Gomez et al., 2013). L'ingestion de cellules apoptotiques
entraine la production de cytokines anti-inflammatoires telles que le facteur de croissance
transformant beta-1 (TGF-f 1) et la suppression active de médiateurs pro-inflammatoires tels que
I'IL-8 (Reville et al., 2006). Les cellules fibroblastiques et endothéliales jouent un réle résolutives
(Pasquier, 1995). Les fibroblastes activés produisent tout le matériel nécessaire a la réparation
tissulaire : protéoglycanes, glycosaminoglycanes, collagene, fibronectine...ect (Russo-Marie,
1998).

I.5. Cellules impliquées dans la réaction inflammatoire

Les différentes cellules impliquées dans une réaction inflammatoire sont :

1.5.1. Polynucléaires
» Polynucléaires neutrophiles (PNN)

Les PNN sont 1’'une des premiéres barri¢res de défense contre I’introduction d’un agent
pathogene dans I’organisme (Gougerot-Pocidalo, 2002). Schématiquement, sous 1’influence de
différents chimioattractants, les PNN migrent vers leurs cibles, puis y adhérent, les englobent et les
tuent (Gougerot-Pocidalo et al., 2007). En raison de leur puissant équipement microbicide, ils
jouent un réle majeur dans les réponses inflammatoires autres que les défenses anti-infectieuses
(Cassatella, 2010).

» Polynucléaires éosinophiles (PNE)

Les polynucléaires éosinophiles (PNE) sont un sous-groupe de leucocytes présents dans de
nombreux tissus. Dans le sang, ils représentent environ 1-5% des cellules en circulation
(Burgmann et al., 2016). Ils peuvent étre, a la fois, des cellules effectrices ou des cellules
régulatrices impliquées lors des phases de progression ou de résolution de la réponse inflammatoire
(Prin et al., 2014).

» Polynucléaires basophiles (PNB)

Les basophiles sont les granulocytes sanguins les plus rares. lls représentent moins de 1 %
des leucocytes circulants (Galeotti et al., 2016). Lorsqu’ils sont activés, les polynucléaires
basophiles libérent un grand nombre de médiateurs pro-inflammatoires influencant profondément
I’orchestration de 1’inflammation (Rostan et al., 2014).

1.5.2. Mastocytes
Les mastocytes sont des cellules immunitaires de la lignée myéloide et sont présents dans les

tissus conjonctifs dans tout le corps (Krystel-Whittemore et al., 2016). Elles sécrétent de
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nombreux médiateurs vasoactifs et pro-inflammatoires. Ceux-ci comprennent des molécules
préformees telles que I'histamine, la sérotonine, le facteur de nécrose tumorale (TNF), les Kinines et
les protéases stockées dans des granules de sécrétion (Theoharides et al., 2012).
1.5.3. Monocytes

Le role principal des monocytes était de détecter 1I’environnement et de reconstituer le pool
de macrophages tissulaires et de cellules dendritiques (Yang et al., 2014). Les macrophages sont
préts a produire rapidement de grandes quantités de cytokines inflammatoires en réponse aux
signaux de danger (Hamidzadeh et al., 2017). Les cellules dendritiques inflammatoires peuvent
migrer dans les ganglions lymphatiques et y transporter des antigénes capturés sur le site
d’inflammation (Segura et al., 2014).
1.5.4. Lymphocytes

Les lymphocytes constituent un groupe hétérogéne de cellules qui sont classiquement
divisées en cellules T, en cellules B et en cellules tueuses naturelles (NK). Tous ces sous-groupes
sont responsables d'un ensemble spécifique de réponses immunitaires et contribuent donc également
fortement a I'inflammation des tissus locaux et a sa résolution (Gallo et al., 2017).
1.5.5. Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales vasculaires forment une couche monocellulaire sur tous les
vaisseaux de la circulation sanguine (Stoltz et al., 1999). Elles ont un r6le déterminant dans la
régulation de I’homéostasie vasculaire principalement via la formation de puissants facteurs
vasodilatateurs : le NO, le facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium (EDHF) et la
prostacycline (PGIy) (Schini-Kerth, 2012).
1.5.6. Fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules ubiquitaires identifiées par leur morphologie, leur capacité
a adhérer a un substrat plastique et I'absence d'autres marqueurs de la lignée cellulaire (Gallo et al.,
2017).
1.5.7. Plaquettes

Les plaquettes sanguines sont de petits éléments cellulaires anucléés issus de la
fragmentation d’une cellule d’amont d’origine hématopoiétique, le mégacaryocyte (Garraud et al.,
2011). Les plaquettes sanguines de mammiféres sont spécialisées dans la réponse hémostatique
conduisant a 1’arrét temps du saignement apres une blessure vasculaire (Cognasse et al., 2007). Des
médiateurs inflammatoires sont stockés dans les granules de sécrétion et sont libérés apres
stimulation des plaquettes. La plupart de ces molécules jouent des rbles majeurs dans

I’inflammation vasculaire (Dunois-Lardé et Baruch, 2011).
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1.6. Médiateurs inflammatoires
1.6.1. Meédiateurs solubles

Il existe un grand nombre de médiateurs solubles impliqués dans les réactions inflammatoires,
parmi lesquels :

» Les cytokines : Il s’agit d’un groupe de substances polypeptidiques dont les principales sont les
suivantes : le TNF-a qui est le médiateur central de la réaction inflammatoire (Spooner et al.,
1992). Au niveau local, il met en jeu les défenses antimicrobiennes par 1’activation des neutrophiles
et monocytes et favorise la réparation tissulaire par 1’activation des fibroblastes et la mise en jeu des
mécanismes d’angiogenése (Voss et Cotton, 1998). le TNF-a possede la capacité de provoquer la
sécrétion d’autres médiateurs pro-inflammatoires, dont I1L-1 et I’'IL-6 (Sherwood et Traber, 2007).

» Les neuropeptides : De nombreux neuropeptides sont impliqués dans la régulation de la réaction
inflammatoire, le principale neuropeptide implique dans le réflexe axonale est la substance P (SP)
(Henrotin et al., 2001). La SP peut exercer son activité chimiotactique ou provoquer la
dégranulation des mastocytes pour recruter les granulocytes dans les tissus enflammés (lwamoto et
al., 1992).

» Les médiateurs lipidiques : Les médiateurs lipidiques portent le nom d’eicosanoides, Parmi eux,
on trouve les prostaglandines, la Prostacycline, les thromboxane et les leucotriénes (Bocher et al.,
2002). Les trois premiers sont des prostanoides. Ces molécules lipidiques dérivent toutes de I‘acide
arachidonique apres plusieurs étapes d’oxydation. Les prostaglandines sont de puissants médiateurs
de la réponse inflammatoire (Raymondjean, 2007).

1.6.2. Médiateurs cellulaires

Ce groupe comprend les substances chimiques synthétisées ou utilisées par différentes
cellules du corps. Lors de la stimulation de la cellule, ils sont libérés et agissent en tant que
médiateurs puissants de l'inflammation (Tableau 1) (Mohan, 2018). Ces médiateurs agissent de
multiples facons, notamment en modifiant la perméabilité vasculaire et le flux de liquide

transcapillaire (Greenhalgh, 2016).
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Tableau I : Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le

développement de la réaction inflammatoire

Origine cellulaire Mediateurs Effets
Les plaquettes, basophiles, les cellules Vasodilatation, un puissant
dendritiques, les lymphocytes, (Jamet, hypotenseur, reglent les échanges
2006) Histamine | liquidiens entre le sang et les tissus, la

sécrétion d’acide gastrique (Jamet,
2006). Exerce des activités

immunomodulatrices (Caron et al.,

2001)
Les plaquettes sanguines (Martin et Contraction des muscles lisses,
al., 2017) Sérotonine | hyperpermeéabilité capillaire (Martin et
al., 2017)
Plaquettes, basophiles, PNN, La pathogenese de nombreux processus
monocytes et macrophages (Klems et Platelet- inflammatoires (Les affections
Bahnson, 2015) activating inflammatoires de la peau) et les

factor (PAF) |maladies auto-immunes (Kelesidis et

al., 2015)
Au niveau du foie mais également Vasodépresseur, provoque une
dans d’autres organes et tissus (rein, | Kallicréine bronchoconstriction (Mande et al.,
cceur, endothélium) et dans le plasma 1976)

(Bhoola et al., 1992)

1.7. Exploration biologique de I’inflammation

Le dépistage d'un syndrome inflammatoire repose sur la mesure de :
La protéine C-réactive (CRP) : C’est une protéine réactive en phase aigué qui est principalement
induite par I'action de I'lL-6 (Nehring et Patel, 2018). Les concentrations plasmatiques de la CRP
augmentent d'environ de 1 pg/ml a plus de 500 pg/ml dans les 24 a 72 heures suivant des lésions
tissulaires graves telles qu'un traumatisme ou un cancer évolutif (Sproston et Ashworth, 2018).
La vitesse de sedimentation(VS) : Elle explore indirectement le taux plasmatique de protéines de

I’inflammation. L’augmentation de la VS traduit habituellement la présence d’un état inflammatoire
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ou infectieux. Il est cependant nécessaire de connaitre les possibilités de VS élevée sans syndrome
inflammatoire (Dubost et al., 1994).

L’hémogramme ou la numération et la formule sanguine (FNS) : Il permet d’évaluer la quantité
et la qualité des trois lignées sanguines (Berthélémy, 2014). On admet que I’infection bactérienne
entraine une hyperleucocytose, avec une PNN consécutive & la libération de médiateurs de
I’inflammation (Guilhot, 1992).

La procalcitonine (PCT) : Elle est décrite comme un marqueur de I’inflammation spécifique des
infections bactériennes et dans les infections virales et les syndromes inflammatoires sans cause
infectieuse (Chourrout, 2008). C’est une protéine de la phase aigué de I’inflammation (WOolff et
Joly-Guillou, 2011).

Le fibrinogene : C’est une glycoprotéine plasmatique synthétisée par le foie qui joue un rdle
essentiel dans I’hémostase (Samama et al., 2018). 1l s’¢éléve a la phase tardive de 1’inflammation
(Emile, 2012).

Les cytokines: De nombreuses cytokines sont retrouvées au sein des foyers inflammatoires
(Cavaillon, 1995). Ils circulent a trés faibles concentrations (fréqguemment inferieure a10pg.mL™)
qui se situent souvent en dessous de limite de détection de la grande majorité des méthodes de
dosage (Bienvenu et al., 2000).

L'électrophoreése des protéines sériques : Elle est utilisée en pratique courante pour le diagnostic
et le suivi de diverses pathologies (syndrome inflammatoire, affections hépatiques ou rénales,...)
(Lefevre et Gillery, 1997). Une hypoalbuminémie est présente lors des syndromes inflammatoires
séveres. L’¢élévation des al globulines est observée lors d’un processus inflammatoire a son début,

tandis que 1’augmentation des a2 évoque un syndrome inflammatoire constitué (Emile, 2012).

1.8. Anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires appartiennent a des classes chimiques trés variees et agissent de
facon purement symptomatique sur la réaction aspécifique des tissus a un agent agresseur (Muster,
2005). Aujourd’hui, les plantes jouent encore un role tres important dans les traditions

thérapeutiques et la vie des habitants (Rahmani et al., 2016).

1.8.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Ce sont des médicaments fréquemment utilisés en médecine ambulatoire (Dirou et Voiriot,
2015). lls regroupent un ensemble de molécules présentant des propriétés anti-inflammatoires,
antipyrétiques et analgésiques (Bacchi et al., 2012). Leur efficacité comme leurs principaux effets

secondaires sont liés a leur mécanisme d’action principal qui est I’inhibition des cyclo-oxygénases,
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enzymes responsables de la synthése des prostaglandines et du thromboxane (Orliaguet et al.,
2013).

1.8.2.Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les corticoides sont les anti-inflammatoires les plus puissants, mais leur mécanisme d’action
n’a pas été totalement €lucidé (Guilpain et Jeunne, 2012). Elles sont synthétisées sous le controle
de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien adrénergique (Dejean et Richard, 2013). La liaison
des glucocorticoides (GCs) a leur récepteur soluble déclenche de nombreux mécanismes
moléculaires et cellulaires dont dépendent leurs propriétés anti-inflammatoires.
L’inhibition de la voie des prostaglandines et de celle des leucotriénes constitue un des grands

mécanismes d’action des GCs (Guilpain et Jeunne., 2012).

1.8.3.Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes constituent une source potentielle de molécules naturelles bioactives (Tableau
I1). Elles font ’objet d’études scientifiques rigoureuses pour leur éventuelle utilisation comme
alternative, particulierement pour la protection contre la peroxydation lipidique et le traitement des

maladies inflammatoires (Bourkhiss et al., 2010).
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Tableau 11 : Exemples de plantes médicinales a activité anti-inflammatoires

Nom scientifique Nom Famille Partie Effets
commun Utilisée
Zingiber officinale Analgésique et anti-
(Mbaveng et Kuete, Ginger Zingiberaceae | Rhizomes inflammatoire,
2017) anticancéreux et

antidiabétique

Borago officinalis L Antihypertenseur,
(Tewari et al., 2019) | Bourrache Boraginaceae Fleurs diurétique et
antipyrétique
Curcuma longa L Anti-inflammatoire,
(Cheng et al ., 2019) Curcuma Zingiberaceae | Rhizomes Anticancéreux et
Antioxydant
Juglans regia L Hypoglycémie,
(Schwindl et al., Noyer persan | Juglandaceae Feuilles insuffisance veineuse et
2019) helminthes
Ximenia americana L'écorce de | Les ulcéres d'estomac
(Agyigraet al., 2017) | Citron de mer | Olacaceae tige et anti-inflammatoire

12
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I1. Polyphénols
11.1. Définition

Les polyphénols sont des métabolites secondaires des plantes (Pandey et Rizvi, 2009). Ils
sont omniprésents dans le régne végétal (Zillich et al., 2015). Les composés phénoliques sont
principalement synthétises a partir des hydrates de carbone via la voie de 1’acide shikimique et la
voie de I’acétate (Chira et al., 2008). Structurellement, tous les polyphénols ont un ou plusieurs
cycles aromatiques (phénoliques) (Hardman, 2014). Ils jouent un large éventail d'effets
biologiques, notamment des effets antibactériens, anti-inflammatoires, antiallergiques,
hépatoprotecteurs,  antithrombotiques, antiviraux, anticarcinogénes, cardioprotecteurs et
vasodilatateurs (Benhammou et al., 2009). Plus de 8000 composes phenoliques et polyphénoliques

ont éte identifiés chez diverses espéces de plantes (Kondratyuk et Pezzuto, 2004).

11.2. Classification des polyphénols
Les polyphénols peuvent étre classés en plusieurs classes, a savoir les acides phénoliques,
les flavonoides et les tanins (Shahidi et Yeo, 2018).

11.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont une classe majeure de composés phénoliques que I’on trouve
dans de nombreuses boissons (De Cdrdova et Medina, 2014). On distingue deux classes d’acides
phénoliques : les dérivés de 1’acide benzoique et les dérivés de I’acide cinnamique (Figure 2)
(Manach et al., 2004). Ces deux classes de composés possédent un squelette carboné commun et ne
different que par le nombre et la position des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique (Li et al.,
2009).

(@) (b)

0 O

S OH

OH

Figure 2: Structure des acides phenoliques (acide benzoique(a) et acide cinnamique(b)) (Heleno et
al., 2015).
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11.2.2. Flavonoides

Les flavonoides (le terme vient du mot latin «flavus», qui signifie jaune (David et al.,
2016)), sont largement distribués dans toute la royaume des plantes et abondant dans de nombreuses
fleurs, fruits et feuilles (Taylor et Grotewold, 2005). Chimiquement, les flavonoides sont basés sur
un squelette de quinze atomes de carbone constitué de deux noyaux benzéniques (A et B) liés par
un cycle pyrane hétérocyclique (C) (Figure 3) (Kumar et Pandey, 2013). Les flavonoides jouent
de nombreux réles dans les plantes, y compris leur influence sur le transport de lI'auxine (Brown et
al., 2001), la modulation des niveaux d'especes réactives de I'oxygene (ROS) dans les tissus
veégetaux et dans la coloration de divers tissus (les fleurs) (Weston et Mathesius, 2013). Il existe
plusieurs groupes de flavonoides, dont les principaux sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-
ols (flavanols), les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines (Tableau 111) (Chira et al.,
2008).

Figure 3: Structure de base des flavonoides (Kumar et Pandey, 2013).

Tableau 111 : Les principaux groupes de flavonoides (Vladimir-Knezevié et al., 2012).
groupes Structures chimiques Exemples
3 Apigenine
e * 4'5,7-OH
Flavones 7 o Lutéoline
o C | 3, 4', 5, 7-OH
5 O
3 Quercétine

a
‘ 34" 3,5, 7-OH
o
Flavonols 7 ‘ |
OH Kaempferole :
5

O 4', 3,5, 7-OH
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Naringenine
4'5,7-OH

Flavanones

Hesperetine
3,5, 7-0OH, 4-OCH 3

Catéchine
4'5' 3,5, 7-OH

Flavanols

Gallocatechine
3 3'4'5' 3,5 7-OH

3 Cyanidine

4
Anthocyanidines | - ‘ D‘\-
= 3 Pelargonidine
5

4' 3,5, 7-OH
Daidzeine
Isoflavones 4' 7-OH
Genisteine
4' 5 7-OH
11.3. Tanins

Les tanins sont un groupe de polyphénols solubles dans 1’eau, ayant des poids moléculaires
allant de 500 a 3 000 Da (Han et al., 2007). lls sont capables de précipiter des alcaloides ainsi que
la gélatine et d’autres protéines a partir de solutions aqueuses (De Hoyos-Martinez et al., 2018). lls

sont subdivisés en tanins condenses et hydrolysables (Khanbabaee et van Ree, 2001).

11.3.1. Tanins condensés
Les tanins condensés (proanthocyanidines) (Figure 4) : ce sont des oligoméres de flavan-3-
ol (monomeres de catéchine) et/ou de flavan-3,4-diol, habituellement lies par C-C et
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occasionnellement par des liaisons C-O-C avec une large diversite structurelle (Smeriglio et al.,
2017). lls se présentent dans des nombreux fruits et dans certains légumes, plantes médicinales et

Iégumineuses fourrageres (Ropiak et al., 2017).

<>

oxE
HOo o =
=
o —
o o
HO o =
=
=
e <z
oOxx <>
HO o =
=
¥R
Fx

Figure 4 : Structure des tanins condensés (Macheix et al., 2005).

11.3.2. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont constitués dun alcool polyhydrique estérifi¢é avec 1’acide
gallique ou des dérivés de 1’acide gallique (Lekha et Lonsane, 1997). Ils peuvent contenir de
longues chaines d’acide gallique provenant du noyau central du glucose (Hill, 2003). Les tanins
hydrolysables peuvent étre divisés en gallotannins, qui fournissent du sucre et de l'acide gallique
lors de I'hydrolyse, et des ellagitannins, qui, lors de I'nydrolyse, ne donnent pas que du sucre et de
I'acide gallique, mais de I'acide ellagique (Figure 5) (Smeriglio et al., 2017).

(@) (b)

OH
o

OH

HO OH

Figure 5: Structure de I’acide gallique (a) et de I’acide ellagique (b) (Hagerman, 2002).

11.4. Activité anti-inflammatoire des polyphénols
Les composés phenoliques agissent de maniere similaire aux AINS (Ambriz-Pérez et al.,
2016). lls peuvent exercer des effets anti-inflammatoires, notamment par la modulation des activités

des enzymes impliquées dans le métabolisme de I'acide arachidonique (phospholipase A2, COX)
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(Hussain et al., 2016). Certains polyphénols exercent leurs effets sur I'équilibre entre la production
de cytokines pro et anti-inflammatoires (Yahfoufi et al., 2018). lls peuvent également augmenter de
maniere bénéfique la production de molécules anti-inflammatoires telles qu’IL-4, I1L-10, IL-13 et
I'adiponectine (Joseph et al., 2015) et inhibent la libération des cytokines pro-inflammatoires
comme TNF-a et IL6 par les macrophages (Yahfoufi et al., 2018).

Plusieurs flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique. lls
bloquent 1’action des cyclo-oxygénase et lipoxygénase a des concentrations relativement élevées
(Ghedira, 2005).
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Plantes médicinales étudiées

I11. Plantes médicinales étudiées
I11.1. Marrubium vulgare L.
111.1.1. Présentation

Le Marrubium vulgare L. (le marrube blanc) (Figure 6) est communément appelé «Om

Rubia» (Boulila et al., 2015). C’est une plante médicinale aromatique appartenant a la famille des

Lamiaceae et originaire d'Afrique du Nord, d'Asie centrale et occidentale et d'Europe méridionale

(Namoune et al., 2018). Il est une plante herbacée vivace aux caractéristiques morphologiques

rappelant celle de la menthe (Rodriguez Villanueva et Martin Esteban, 2016). Il atteint environ

un pied de hauteur, ramifié en dessous, densément couvert au stade jeune, avec un feutre épais,

blanc et cotonneux (Lodhi et al., 2017). 1l a des feuilles dentées au sommet et des fleurs en petites

glomérules a I’aisselle des paires de feuilles (Djahra et al., 2015). Il a des racines fibreuses et de

nombreuses tiges quadrangulaires, dressées, trés duveteuses. Le M. vulgare L. a une odeur musquée

qui diminue en séchant et un goQt piquant, amer mais agréable et aromatique (Lodhi et al., 2017). Il

prospére presque dans tous les types de sol, mais il est préférable dans les sols calcaires légers,

plutdt secs, et sous un climat ensoleillé (Namoune et al., 2018).

Poral o

Figure 6 : Le Marrubium vulgare L. (Région d’Ouled raba

111.1.2. Classification

i F

h, 2019).

La systématique de Marrubium vulgare L. est la suivante (Judd et al., 2002, Ahvazi et al.,

2018).

Régne ........oooovviiiiiiiii, Plantae
Embranchement ....................... Spermatophyta
Sous-embranchement ................. Magnoliophyta
Classe ....ovviiiiiiiiiiiieien Magnoliopsida
SouS-classe .......ovviiiiiiiiii, Asteridae
Ordre .....ovoviviiiiiiiiiiiie .Lamiales
Famille ;... .Lamiaceae
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Sous-famille ..., Lamioideae
(€111 (- Marrubium
ESpece ..o Marrubium vulgare L.

Nom commun : Horehound (Tahraoui et al., 2007)

Nom local : Meriwet (Namoune et al., 2018).

111.1.3. Propriétés thérapeutiques
Le Marrubium vulgare L. est traditionnellement utilisée pour le traitement de divers maux :
sifflements respiratoires, maladies urinaires, otites et ophtalmies (Bouterfas et al., 2013). La plante
hachée est utilisée en cataplasme sur les tempes contre la fiévre, et sur les abces et les furoncles
pour les panser et aider a leur cicatrisation (usage externe). Il a un effet bénéfique en cas de rhume,
de grippe, d’irritabilité, d’insomnie et de régles difficiles (usage interne) (Lahsissene et al., 2009).
La plante aurait des activités antalgique et antinociceptive, anti-inflammatoire, activité anti-
hématogéne,  antispasmodique,  gastroprotectrice,  antihypertensive, antidiabétique et

antihyperlipidique, en plus de nombreuses autres activités biologiques (Lodhi et al., 2017).

I11.2. Salvia verbenaca L.
111.2.1. Présentation

Le nom générique (Salvia) provient latin "Salvus" (= Save, sr, bien, en bonne sante), un
ancien nom de ce groupe des plantes aux propriétés médicinales présumées (Couto et al., 2017). Le
nom spécifique (verbenaca) signifie comme la verveine « (ancien nom latin de la plante verveine)
(Mawji et al., 2008). Le Salvia Verbenaca L. (Figure 7) est une plante médicinale couramment
cultivée qui est originaire des régions méditerranéennes au climat méditerranéen d'Europe,
d'Afrique, d'Asie (Javaid et al., 2018). Le genre Salvia est I’un des plus grands et des plus connus
important genre aromatique et médicinal de la famille Lamiaceae (Walker et al., 2004). La hauteur
de ces plantes varie de 20 a 50 cm. Ce sont des plantes herbacées, avec des bourgeons d'hivernage
au niveau du sol et protégé par la literie ou de la neige et sont équipées d'un axe droit de fleur, et
souvent dépourvue de feuilles (Malerba et al., 2001). La floraison commence en avril et se termine

vers la fin du mois de mai (Navarro, 1997).
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Figure 7 : Salvia verbenaca L. (Région d’Ouled rabah, 2019).

111.2.2. Classification

La classification systématique de Salvia verbenaca L. d’apres (Quezel et Santa, 1963) est

la suivante :

| Plantae
Embranchement ..................... Spermatophyta
Sous-embranchement ............... Magnoliophyta

Classe ....ooveviiiiiiiiieiieiaen e, Magnoliopsida
SOUS-Classe ....ouvvveviniiiiiiiiann, Asteridae

Ordre ....oovvviiiiiiii i Lamiales

Famille :........cooiiiiiiin, Lamiaceae

GeNre .....ovvvviiiiiiiieee e, Salvia

Espece ..oovovviiiiii Salvia verbenaca L.

Nom commun : Sauge a feuilles de verveine, sauge fausse verveine.

En arabe : Zegtoun , Koussa, Meryiamia, Khiyata (Quezel et Santa, 1963)

111.2.3. Propriétés thérapeutiques

Le Salvia verbenaca L. est cultivée dans plusieurs pays principalement pour produire des
feuilles sechées comme matiére premiere dans la phytothérapie (Baser, 2000). Les feuilles et les
fleurs sont utilisées pour résoudre les cas de calculs rénaux, en machant les feuilles fraiches ou en
décoction (Canzoneri et al., 2011). La plante est également utilisé comme un médicaments dans le
monde entier (Cardile et al., 2009) pour ses activités bactéricide, antidiabétique (Kim et al., 2007)
et antioxydante (Canzoneri et al., 2011). Elle est utilisée aussi comme des gouttes pour les yeux,
car les fruits ou les graines lorsqu'ils sont appliqués sur les yeux éliminent les impuretés ou les
particules de poussiére (Formisano et al., 2007). Ces métabolites secondaires sont utilisés dans

I’industrie pharmaceutique pour leurs activités thérapeutiques et en industrie agro-alimentaire en
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tant que conservateur et additif alimentaires. Ces composés constituent le mécanisme de défense de
la plante contre prédation de divers microorganismes, insectes et herbivores (Croteau et al., 2000).
S verbenaca L. présente un large éventail de propriétés biologiques viricides, cytotoxiques,
antimutagénes et antifongiques (Russo et al., 2013). Ce genre produit de nombreux métabolites
secondaires utiles, notamment des terpénes et des composés phénoliques qui se trouvent au centre

de la pharmacopée de nombreux pays (Hedge, 1972).
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I. Matériel et méthodes

I.1. Matériel végétal

Deux plantes médicinales & savoir: Marrubium vulgare L. et Salvia verbenaca L. ont fait
I’objet de notre étude. Leur sélection s’est faite sur la base de leur trés grande présence et tres large
utilisation traditionnelle dans les régions méditerranéennes (Djahra et al., 2013). La récolte de ces
plantes a été effectuée au niveau de la Wilaya de Jijel (Figure 6 et 7), en mois d’Avril dans la
région d’Ouled rabah (Tableau 1V).

Tableau IV: Les espéces végétales utilisées dans I’expérimentation

Nom botanique Famille La partie utilisée Région de Période de
récolte récolte
Marrubium Lamiaceae Les Feuilles Ouled rabah Avril 2019
vulgare L.
Salvia verbenaca | Lamiaceae Les Feuilles Ouled rabah Avril 2019
L.

1.2. Préparation des extraits
1.2.1. Séchage

Aprés avoir été bien nettoyés et débarrassées des particules et de la poussiére, les feuilles des
deux plantes étudiées ont été séchées a l'abri de la lumiere, sous ventilation a l'air libre, et a
température ambiante pendant une semaine, puis ont été mises dans une étuve de type Memmert, a

une température de 40°C pendant 4 jours.

Le séchage a une importance majeure dans I’extraction des composés phénoliques, car les
cellules végétatives contiennent des enzymes susceptibles de provoquer des modifications dans la
composition phénolique de la plante. Cet inconvénient peut étre éliminé par un séchage rapide du

matériel végétal, aussitdt apres sa récolte (Ribérau-Gayon, 1968).
1.2.2. Broyage

Les échantillons séchés ont ¢été broyés a I’aide d’un broyeur électrique de type

(GRINDOMIX) permettant d’obtenir des poudres trés fines et homogene. Plus le diamétre de la
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poudre est petit, plus la surface d’échange entre celle-ci et le solvant d’extraction est grand; donc le

rendement d’extraction est meilleur (Diallo, 2004).
1.2.3. Tamisage

Une fois broyées, les poudres obtenues ont été tamisées a 1’aide d’un tamis de (type
AFNOR-ASTM) dont le diametre des pores est 100 um. Les poudres ainsi obtenues ont été
conservées dans des flacons en verre, bien hermétique, a 1’abri de la lumiére (Ribérau Gayon,
1968).

1.2.4. Extraction des extraits bruts

Plusieurs solvants organiques peuvent é&tre utilisés pour [’extraction des composés
phénoliques. Le méthanol s’avére le meilleur solvant, car il permet d’obtenir un meilleur rendement
d’extraction et il posséde ’avantage d’étre plus facile a éliminer (Ribérau-Gayon, 1968; Owen et
Johns, 1999). D'aprés Owen et Johns, (1999) le procédé général d’extraction a été réalisé selon les
étapes suivantes:

1.2.4.1. Macération

Cinquante (50) g de la poudre de chacune des deux échantillons ont été ajustés a 500ml avec
du méthanol 80%. Les mélanges ainsi obtenus sont soumis & une agitation, a I’aide d’un agitateur
magnétique de type Heidolph (Figure 8) pendant 48 h a une température ambiante et a 1’abri de la
lumicere afin d’éviter les phénomenes d’oxydations. L’agitation permet le maintien des particules en

suspension et I’homogénéité des milieux.

Figure 8: Macération sous agitation magnétique.

22



Partie pratique Matériel et méthodes

1.2.4.2. Filtration et décantation

Aprés macération, les deux solutions des deux plantes ont été filtrées a 1’aide de papier
Whatman N°3 (Figure 9). Chaque filtrat obtenu a été ajusté avec 200ml d’hexane. Les mélanges

ont éte par la suite décantés (Figure 10) pour recueillir les phases méthanoliques.

Figure 9: Filtration a I’aide du Figure 10: Délipidation et décantation
papier Whatman N°3. des extraits.

1.2.4.3. Evaporation

La phase méthanolique de chaque échantillon a été évaporée a 1’aide d’un rotavapeur de
type Rotavapor ® 300 (Figure 11) puis, a été séchée a 1’étuve a 40°C jusqu'a ce que le méthanol

soit totalement évaporé. Chaque extrait a par la suite été repris avec la concentration désirée.

Les extraits bruts végétaux ainsi constitués sont conservés au réfrigérateur jusqu’a leur utilisation

pour les différents tests. Le schéma général d’extraction est résumé dans la (Annexe 3).

Figure 11 : Evaporation des extraits brut

23



Partie pratique Matériel et méthodes

I.2.5. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement des extraits bruts est le rapport entre le poids de I'extrait sec et le poids de la

plante en poudre utilisée. Il est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

Rendement d’extraction (%) =P S/P P x 100

Ou:
P ¢ : Poids de I'extrait sec en gramme (g).

P p : Poids de la poudre en gramme (g)

1.2.6. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des feuilles de Marrubium vulgare L. et Salvia verbenaca
L. a été réaliseé selon la méthode de Folin Ciocalteu (Heilerova et al., 2003). Ce dosage est basé sur
la quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles présents dans 1’extrait (Ali-
Rachedi et al., 2018).

Zéro virgule deux (0,2) ml de I'extrait brut dilué (250ug/ml) ont été additionnés avec 1,5ml
du réactif de Folin Ciocalteu (1/10). Le mélange est laissé reposer 5 minutes a I'obscurité. Par la
suite, Un millilitre et demi (1,5ml) de la solution Na,CO3 (7,5%) a été ajouté a I'ensemble. Apres 90
minutes d'incubation a température ambiante et a I’obscurité, I'absorbance a été mesurée a 750 nm

contre un blanc sans extrait par I’utilisation d’un spectrophotométre de type (Spectro® 50 plus).

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(Y = a X + b) réalisée par un extrait étalon, I'acide gallique a différentes concentrations dans les
mémes conditions que 1’échantillon (Annexe 1). Les résultats sont exprimés en milligramme
équivalent acide gallique par gramme d’extrait brute (mg EAG/g EB). Le mode opératoire pour le
dosage des polyphénols totaux est schématisé dans la (Annexe 4)

1.2.7. Dosage des flavonoides

L’estimation de la teneur des flavonoides est couramment basée sur 1’utilisation du chlorure

d’aluminium (AICl3) (Huang et al., 2004). Un millilitre et demi (1,5ml) de chaque extrait (2
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mg/ml) est additionné a un volume d’une solution d’AlCl; (2%). Les différentes solutions ont été

laissées au repos, a 1’abri de la lumiére pendant 30 min, I’absorbance est lue a 430 nm.

Une courbe d'étalonnage (Y = a X + b) réalisée par la quercétine a différentes concentrations
pratiquée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons ont servis pour la
quantification des flavonoides (Annexe 2). La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme

équivalent de quercétine par gramme d’extrait brute (mg EQ/g EB).

Le protocole de dosage des flavonoides est présenté dans la (Annexe 5).

1.3. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire
l. 3. 1. Etude in vivo
1.3.1.1. Entretien des animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur 28 souris femelles de souche Swiss Albinos provenant de
I’institut Pasteur d’Alger (Algérie), dont le poids initial varie entre 21 et 29g. Les animaux sont
installés dans des cages métalliques avec acces libre a la nourriture standard (Crockette) et a I’eau, a
température ambiante avec un cycle naturel de lumicre et d’obscurité, au sein de 1’animalerie de la
faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de Jijel. Les animaux sont passés par

une période d’adaptation d’une semaine apres leur réception avant d’étre utilisés.
1.3.1.2. Répartition et traitement préventif des animaux

Les souris ont été mises a jeun 16 heures avant 1’essai (Yougbaré-Ziébrou et al., 2015) et
sont réparties en 7 lots de quatre souris comme suit :
Le lot 1 : regoit une solution de 1’eau physiologique (0,9%), par gavage gastrique 30min avant de
I’injection la carragénine (50ul) a 1 % sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite;
Le lot 2 : recoit le diclofénac a 50 mg/kg (Mansour et al., 2014), par gavage gastrique 30min avant
de I’injection de la carragénine (50pl) & 1% sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite;
Le lot 3 : recoit I’indométacine a 10mg/kg (Su et al., 2011), par gavage gastrique 30min avant de
I’injection de la carragénine (50ul) a 1% sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite;
Les lots 4 et 5: recoivent respectivement 250mg/kg, 500mg/kg d’extrait brut de la plante
Marrubium vulgare L. par gavage gastrique 30min avant de I’injection de la carragénine (50pul) a

1% sous le coussinet plantaire de la patte arriere droite;
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Les lots 6 et 7 : regoivent respectivement 250mg/kg, 500mg/kg d’extrait brut de la plante Salvia
verbenaca L. par gavage gastrique 30min avant de I’injection de la carragénine (50ul) a 1% sous le

coussinet plantaire de la patte arriére droite.

1.3.1.3. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire des extraits bruts

Cette étude a pour but d’évaluer Iactivité anti-inflammatoire des extraits bruts obtenus a
partir des feuilles de Marrubium vulgare L et, Salvia verbenaca L, sur I’cedéme inflammatoire
aiglie de la patte arriére droite de souris induit par la carragénine a 1% (Winter et al., 1962).
L’cedéme causé par cet agent phlogogéne sera traduit en volume et mesuré par un pied a
coulisse (Digital Caliper) ce qui permet de suivre 1’évolution du processus inflammatoire et de
comparer cette activité a celle des anti-inflammatoires de référence, le diclofénac et I’indométacine

chaque 30 min pendant 4 heures (Figures 12,13).

(b)

Figure 12 : Administration orale des extraits ou des standards (a), Injection sous plantaire de la

carragénine d’administration (b)

1.3.1.4. Mesure du volume de ’cedéme induit par la carragénine

Pour évaluer I’activité anti-inflammatoire, le pourcentage d’inhibition (%INH) de 1’cedeme
des pattes arriéres droites, traitées par rapport au lot 1, est mesuré, en utilisant la formule suivante
(Sy et al., 2008 ; Szekely et al., 1997).

[ % d'inhibition = 100 (V¢ -V1p) / Vrr ]

ou:

Vi : le volume de I'cedéme chez les souris témoins ayant recu uniquement la carragénine 1%.

V1p : le volume de I'cedéme chez les souris traitées avec les extraits ou les standards.
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Le volume de 1'cedéme V1 & un temps t donne est calculé comme suit: (Agbonon et al., 2001).

[ Vi=Vt-Vo |

Ou:
Vo : le volume initial du pied.

V¢ : le volume du pied au temps t.

Patte avant I’injection Patte apres I’injection Mesure le diamétre de la patte

Figure 13: Mesure du diamétre de gonflement de la patte a ’aide d’un pied de coulisse digital.

1.3.2. Etude in vitro
1.3.2.1. Inhibition de la dénaturation des protéines

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits méthanoliques des deux plantes étudiées a
été évaluée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines décrite par (Lavanya et

al., 2010) avec quelques modifications (Annexe 6) :

» La solution & tester (0,5ml) est constituée de 0,45ml d’albumine de sérum bovine (BSA)
(5%) et de 0,05ml de solution & examiner (100pg/ml).

» La solution de contréle d'essai (0,5ml) est constituée de 0,45ml du BSA (5%) et de 0,05ml
d'eau distillée.

» La solution standard (0,5ml) est constituée de 0,45ml du BSA (5%) et 0,05ml
d’indométacine (100pg/ml).

Toutes les solutions ci-dessus ont été ajustéees a pH 6,3 en utilisant du HCI 1N. Les
échantillons ont été incubés a 37° C pendant 20minutes et la température a été augmentée pour

incuber les échantillons a 57°C pendant 3 minutes. Apres refroidissement, 2,5ml de tampon
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phosphate ajusté & pH 6,3 ont été ajoutés aux solutions ci-dessus. L'absorbance a été mesurée a
I'aide d'un spectrophotometre de type (Spectro® 50 plus) a 416nm. Le pourcentage d’inhibition de

la dénaturation des protéines a été calculé comme suit:

% d’inhibition = (A du contréle — A de la solution test) x 100/(A) du contrdle)

1.3.2.2. Stabilisation de la membrane des globules rouges
» Préparation de la suspension de globules rouges

Stabilisation de la membrane des globules rouges a été réalisée selon le procédé de (Kosala
et al., 2018) avec des légeres modifications.

Le sang a été préleve sur un volontaire humain en bonne santé qui n'a pas pris d'AINS
pendant 2 semaines avant I'expérience. Le sang recueilli a été mélangé a un volume égal de 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). Le sang a été centrifugé a 3000tr/min pendant 10min et le caillot
globulaire ai été lavé trois fois avec de I'isosaline (0,85%, pH 7,2). Le volume du sang a été mesuré

et reconstitué sous forme de suspension a 10% v/v avec de l'isosaline (Annexe 7).
» Hémolyse induite par des fluides hypotoniques et la chaleur

Le mélange de dosage contenant 1 ml de tampon phosphate (pH 7,4, 0,15M), 2ml
d’hyposaline (0,42%), 0,5ml de la suspension de globules rouges (10%) avec 0,5ml d’extrait de
deux plantes ou du médicament standard indométacine a différentes concentrations (25, 50, 100,
250, 500ug/ml) et le controle (eau distillée au lieu de 1’hyposaline pour produire une hémolyse a
100%) ont été incubés a 56°C pendant 30min au bain-marie puis centrifugés a 3000tr/min pendant
10min. Le surnageant a été mesuré a lI'aide d'un spectrophotomeétre de type (Spectro® 50 plus) a une
longueur d'onde de 560nm (Annexe 8). Le pourcentage de protection contre la stabilité de la

membrane a été calculé a I'aide de la formule suivante:

Le pourcentage de stabilisation (%) = (A du controle — A de la solution test) x
100/(A) du controéle)
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1.4. Evaluation statistique

Les résultats des différentes évaluations effectuées in vivo et in vitro sont donnés sous forme
de moyenne * écart-types. L’évaluation statistique est effectuée en utilisant le test t de Student a
I’aide du logiciel Excel 2010. La valeur trouvée par le calcul du t peut affirmer que les populations

sont différentes avec un risque d’erreur p tel que :

* p> 0,05 = la différence n’est pas significative (ns);

« 0,05>p>0,01 = la différence est significative (*);

* 0,05>p>0,001 =la différence est hautement significative (**);

* p<0,001 = la différence est trés hautement significative (**%*).
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Il. Résultats et interprétations
11.1. Les rendements des extraits bruts

D’aprés les chiffres obtenus, on constate que le rendement varie d’une plante a une autre.
Marrubium vulgare L. a montré un meilleur rendement, soit 17.97% contre 14.52% pour Salvia

verbenaca L. (Figure 14).

m M.vulgare
m S.verbenaca

Figure 14 : Rendements des extraits méthanoliques des deux
plantes en pourcentage.

11.2. Teneurs en composés phénoliques des deux extraits
Les quantités des composés phénoliques ont été rapportées en mg équivalent de I'étalon

utilisé par gramme d’extrait brut et sont déterminées par I'équation de type : Y =a X +b.

Les résultats obtenus pour évaluer la teneur en polyphénols et en flavonoide sont présentés

dans les Figures 15 et 16.
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M.vulgare S.verbenaca

Figurel5 : Teneur en polyphénols des extraits des deux plantes.
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Figurel6 : Teneur en flavonoides des extraits des deux plantes.

La figure 15 montre que I’extrait brut du Salvia verbeneca L.; possede la plus haute teneur en
polyphénols (841,22+ 64,77mg EAG/g EB) par rapport a Marrubium vulgare L. qui a une teneur de
(427,831 93,5mg EAG/QEB).

En ce qui concerne la teneur en flavonoides, les résultats obtenus montrent que Salvia verbeneca L.
dispose aussi de la teneur la plus élevee (162,47+ 20,31mg EQ/g EB s) par rapport @ Marrubium
vulgare L. (100,19+ 9,09mg EQ/g EB s) (Figure 16).

11.3. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire
11.3.1. Etude in vivo

11.3.1.1. Mesure de I’cedéme de patte arriere droite des souris

Les résultats de mesure de I’cedéme des pattes des souris traitées ou non par les extraits brut
en fonction du temps sont représentés graphiquement par les figures 17 et 18.
L’injection sous plantaire de la carragénine au controle qui a recu 1’eau physiologique a 0.9%,
entraine une augmentation progressive du volume moyen de I’cedéme a partir de la premiére demie
heure de I’expérimentation et qui atteint sa valeur maximale a 120min (3,31 + Omm). Une légere
diminution caractérise les deux heures qui suivaient : le diameétre des pattes des souris contrdles
commence a se réduire progressivement.

L’administration orale de médicament de référence 1’Indométacine a la dose de 10mg/kg
réduit de facon non significative (p>0,05) I’augmentation du volume de la patte a 30min. Alors que
I’administration de Diclofénac a la dose 50mg/kg induit une régression hautement significative

(0,05>p> 0,01) du volume de la patte a 30 min. A partir de 60 min, une diminution hautement
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significative (0,05>p>0,001) du volume des cedémes a été constatée pour les deux médicaments de
référence aprés I’injection de la carragénine.

L’extrait de M. vulgare L. administrée par voie orale aux doses 250 et 500mg/kg a montré
une activite anti-inflammatoire prometteuse en réduisant le volume d'cedéme de la patte de souris
induite par la carragénine de facon hautement significative apres 30min. Une réduction tres
hautement significative (p<0,001) du volume de l'eedéme a été observée jusqu’a 240min des deux

doses par rapport au controle.

3,5 +
3 - /
g ns
Eas | B
[<5]
e * %
ﬁ 2 I e Controle
2 —— Indométacine10mg/kg
L 1,5 * - .
: ’ Diclofénac50mg/kg
5 1 - = M.vulgare250mg/kg
S = M.vulgare500mg/kg
O,5 T * k%
T
k k
0 T T T T T T T 1
30 60 90 120 150 180 210 240
Temps(min)

Figurel? : Effet de I’extrait brut de M. vulgare L. et des médicaments de référence sur I’cedéeme

inflammatoire de la patte arriere droite de la souris induit par la carragénine

Le volume de I’cedéme a diminué significativement (p<0,05) chez le lot traité par 1’extrait de
S. verbenaca L. a 250mg/kg, qui passe d’une moyenne de 2,88 + Omm chez le contrble a
1,22+1,42mm chez le lot traité aprés 30min du traitement. Par ailleurs, ce volume passe d’une
valeur de 3,17+ Omm chez le contrdle contre 0,17+0,15mm apres 240min du traitement qui traduit
par une réduction tres hautement significative (p<0,001) de volume d’cedéme. Toutefois, la dose de
500mg/kg provoque une diminution hautement significative (0,05>p>0,01) du diamétre des pattes
des souris par rapport au groupe témoin apres 30min du traitement. Une diminution tres hautement
significative (p<0.001) du diametre des pattes des souris par rapport au groupe témoin a eté

constatée a partir de 60min et continue jusqu’a la fin de I’expérimentation (Figure 18).
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Figurel8 : Effet de I’extrait brut de S. Verbenaca L. et des médicaments de référence sur 1’cedéme

inflammatoire de la patte arriére droite de la souris induit par la carragénine.

11.3.1.2. Pourcentage d’inhibition de I’cedéme aprés un traitement préventif avec les extraits

bruts et deux anti-inflammatoires de référence

Les pourcentages d’inhibition de 1’cedéme dans un intervalle de temps allant de 30min a
240min sont illustrés dans les figures 19 et 20.

Les groupes standards traités par 1’Indométacine 10mg/kg et le Diclofénac 50mg/kg
présentent une inhibition importante de I’cedéme de la patte de souris dés la premiére demie heure
de ’expérimentation. Cette inhibition tend & se stabiliser aprés la deuxieme heure avec une activite
maximale & la quatrieme heure expérimentale. L’effet de 1I’Indométacine était meilleur que celui du

Diclofénac.

L’administration orale de ’extrait brut des feuilles de M. vulgare L. présente une activité
inhibitrice dose dépendante de 1’cedéme de la patte des souris. Cette activité augmente
progressivement jusqu’a la quatriéme heure de I’expérimentation, a ce stade sa valeur est 2 fois plus
élevée que celle notée a la premiére demie heure. Toutefois, I’extrait de M. vulgare L. présente le
pourcentage d’inhibition le plus élevé de 1’cedéme des pattes des souris pendant toute la période de

I’expérimentation, par rapport aux deux groupes de référence.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition de I’cedéme aprés un traitement préventif avec les extraits bruts de

M.vulgare L. et des standards.

En ce qui concerne S. verbenaca L. ; I’effet inhibiteur de 1’extrait des feuilles administré par voie

orale se manifeste des la premiére demie heure qui suit l'injection de la carragénine avec un

pourcentage d’inhibition de 1’augmentation du volume de la patte dose dépendant. Cette activité

augmente progressivement puis tend a se stabiliser aprés la troisiéme heure de 1’expérimentation.

Toutefois, I’extrait de S. verbenaca L., présente le pourcentage d’inhibition le plus élevé de

I’cedéme des pattes des souris pendant toute la période de I’expérimentation, par rapport aux deux

groupes de référence.
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Figure 20 : Pourcentage d’inhibition de I’cedéme aprés un traitement préventif avec les extraits

bruts de S. Verbenaca L. et des standards.

11.3.2. Evaluation in vitro
11.3.2.1.Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique

Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire in vitro des plantes étudiées, nous avons opté pour le
modele anti-dénaturation de 1’albumine. Les résultats de 1’effet protecteur des extraits contre la

dénaturation protéique causée par la chaleur sont représentés dans la figure 21.

Les résultats montrent que les deux extraits testés (Marrubium vulgare L. et Salvia
verbenaca L.) a la concentration de 100ug/ml inhibent la dénaturation du BSA avec des taux
d’inhibition élevés de I’ordre de 45,36 + 18,17% et 53,87 £13,84% respectivement. Le plus puissant
effet inhibiteur a été obtenu avec 1’extrait brut des feuilles de S. verbenaca L. Cette inhibition est
statistiquement similaire a celle de I’anti-inflammatoire de référence (1’ Indométacine) avec la méme
concentration qui présentait un pourcentage d’inhibition de 55,36 + 4,49%. L’analyse statistique de
ce résultat a révélé qu’aucune différence significative n’est notée entre le pourcentage d’inhibition
de la dénaturation du BSA des deux plantes (p>0,05).
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Figure 21 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique des deux extraits comparé au
standard.
11.3.2.2. Stabilisation de la membrane des globules rouges
Afin d’évaluer ’effet anti-inflammatoire des extraits brut des feuilles de M.vulgare L. et
S.verbenaca L. un test de stabilisation membranaire de globules rouges humains a été réalisé. Ce
test consiste a incuber une suspension de globules rouges humains, traitée avec une solution
hypotonique associée a une température élevée, avec les extraits ou les molécules de références

(’indométacine comme anti-inflammatoire). Les résultats sont représentés dans la figure 22.

D’aprés les résultats, 1’extrait brut des feuilles de M. vulgare L. présente une réduction de

I’hémolyse des globules rouges, avec un effet dose indépendant.

L’extrait de S. verbenaca L. testé a assuré aux globules rouges humains une protection
contre I’hémolyse hypotonique qui diminue en fonction des concentrations utilisées. L’extrait
méthanolique des feuilles de cette plante a montré une activité maximale a faible concentration (25

png/ml) avec un pourcentage de stabilisation 47,78+3,93%.
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Figure 22: Pourcentage de la stabilisation de la membrane des globules rouges traités par I’extrait

brut des feuilles des deux plantes et 1’ Indométacine a différentes concentrations.
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I11. Discussion

Le présent travail est basé sur le dosage et I’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire des
extraits méthanoliques de deux plantes médicinales Marrubium vulgare L et Salvia verbenaca L.
Ces deux plantes sont tres utilisées dans la région de Jijel en médicine traditionnelle. Pour valoriser
cette utilisation traditionnelle nous avons effectué 1’extraction des polyphénols a partir des poudres
des feuilles de chacune des deux plantes par macération dans le méthanol.

L’extraction est la principale étape de la récupération et de l'isolation de composés
phytochimiques a partir de matieres végétales. L'efficacité de I'extraction dépend de la nature
chimique des composés phytochimiques, de la méthode d'extraction utilisée, de la taille des
particules dans I'échantillon, du solvant utilisé ainsi que de la présence de substances interférentes
(Do et al., 2014). Les solvants polaires sont fréquemment utilisés pour récupérer des polyphénols a
partir de matrices végétales. Les solvants les plus appropriés sont les mélanges aqueux contenant de
I'éthanol, du méthanol, de I’acétone et de l'acétate d'éthyle (Dai et Mumper, 2010). L’extraction
idéale de ces composés est faite a partir de méthanol (Naczk et Shahidi, 2004), car il permet
d’obtenir un meilleur rendement d’extraction et il posséde 1’avantage d’étre plus facile a éliminer
(Ribérau-Gayon, 1968 ; Owen et Johns, 1999).

L’extraction des composés phénoliques par le méthanol des plantes étudiées, nous permis de
déterminer les rendements de ces extraits secs. D’apres les résultats obtenus dans cette étude, le
rendement en extrait sec varie d’une plante a une autre; M. vulgare L. a enregistré le rendement le
plus élevé (17.97%) suivi par S. verbenaca L. (14.52%). D’aprés la bibliographie, les rendements
varient en fonction de 1’espece végétale, ’organe utilisé dans D’extraction, les conditions de
séchage, le contenu de chaque espéce en métabolites et de la nature du solvant. (Bruneton, 1998),

L’extrait brut de M. vulgare L. a fait I’objet de quelques études, dont le rendement a été
inférieure au nétre notamment celle de Ghedadba et al., (2014) qui ont pu en déterminer un
rendement de 10,9% de la région de Touffana (Batna). Dans une étude entreprise par Kanyonga et
al., (2011), un rendement de 39,2% de I’extrait brut méthanolique a été obtenu a partir des feuilles
de la plante Salvia verbenaca L. C’est un pourcentage nettement supérieur a celui obtenu dans notre

cas (14.52%) pour I’extrait brut d’'une méme plante.

Les plantes représentent 1’essentiel de la pharmacopée et I’avenement de la chimie moderne.
Les analyses phytochimiques sur les extraits des végétaux est une étape préliminaire et d’une
grande importance, puisqu’elle révele la présence des constituants connus par leur activités

physiologiques et possédant des vertus médicinales.
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La concentration en composés phénoliques dans les extraits a été déterminée par
spectrométrie a l'aide de la méthode de Folin-Ciocalteu, une méthode largement utilisée pour le
dosage des composés phénoliques totaux (Anesini et al., 2008). Ce test repose sur le transfert
d'électrons en milieu alcalin des composés phénoligues a un réactif acide
phosphomolybdique/phosphotungstique pour former des complexes de couleur bleue déterminés

par spectrophotométrie a 750 nm (Tripathi et al., 2016).

D’aprés les résultats obtenus, la quantité des composés phénoliques totaux et des
flavonoides dans 1’extrait de feuilles de M.vulgare L. est importante (427,83t 93,5mg EAG/g EB et
100,19+ 9,09mg EQ/g EB respectivement). Ces résultats sont nettement plus élévés en comparaison
avec ceux trouvé par Ghedadba et al., (2014) qui étaient de 195 + 0,36mg EAG/g EB et 23,86 +

0,36mg mg EQ/g EB pour les polyphénols et les flavonoides respectivement.

En ce qui concerne I’analyse quantitative de 1’extrait brut de S. verbenaca L., les taux des
polyphénols et flavonoides étaient de 841,22+ 64,75mg EAG/g EB et 162,47+20,31mg EQC/g EB
respectivement. Ces résultats sont nettement supérieurs de ceux obtenus par Ferid et al., (2013), ou
ils ont révelé une quantité de polyphénols et flavonoides de 2,33 mg EAG/g EB et 0,436mg EQC/g
EB respectivement dans 1’extrait brut de Salvia récoltée en Tunisie. Une étude faite sur les extraits
brut de Salvia de la Grece, révéle des quantités importantes en polyphénols 191mg EAG/g EB
(Stagos et al., 2012). Par rapport a nos résultats, S. verbenaca L. cultivé en Egypte a mis en
évidence une faible teneur en polyphénols (4,27mg d'EAG / g EB) (Khalil et al., 2007).

Il faut noter que la variabilité des teneurs en polyphénols chez ces espéces végétales est due
probablement aux différentes conditions de croissance (Lamien-Meda et al., 2010), et aux
génotypes, qui influencent l'accumulation de composés phénoliques en synthétisant différentes
quantités et/ou types de composés phénoliques (Shahidi et Naczk, 1995).

L’cedéme de la patte des souris induit par I’injection de la carragénine a 1% comme
molécule pro-inflammatoire est un modéle largement utilisé dans I’inflammation aigiie pour évaluer
I’activité anti-inflammatoire de nouvelles substances (Winter et al., 1962).

Dans la présente étude, I’utilisation de ce modele a permis d’évaluer l'effet anti-
inflammatoire préventif des extraits brut des feuilles de Marrubium vulgare L. et Salvia verbenaca
L. a deux concentrations (250mg/kg, 500mg/kg). Le volume d’augmentation de 1’cedéme et le
pourcentage d’inhibition de I’cedéme sont les indicateurs de 1’activité anti-inflammatoire.

Au cours du suivi des souris témoins (contréle) et des souris traitées pendant les quatre

heures apres 1’injection de la carragénine, nous avons noté une augmentation du volume de la patte
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des souris dans le lot témoins, alors qu’il y a une diminution de volume chez les lots traites.
L’évaluation du pourcentage d’inhibition a montré que les extraits bruts des feuilles des deux
plantes étudiées possédent une activité anti-inflammatoire remarquable.

Suite & ces données, nous pouvons conclure que les plantes médicinales étudiées présentent
un pouvoir non négligeable sur I’inflammation.

En effet, I’injection de la carragénine provoque la libération de plusieurs médiateurs
chimiques qui sont responsables du processus inflammatoire (Loe et al., 2018). Cette inflammation
est typiquement liée a ’activation de la cyclo-oxygenase (Néné-bi et al., 2015). Cette réponse
inflammatoire est biphasique dont la phase premiére, qui dure environ 1 h est due a la libération de
I’histamine, de la sérotonine et de la bradykinine. La seconde phase est due a la libération des
prostaglandines et des enzymes lysosomiales (2 a 4 h) (Loe et al.,, 2018). Ces médiateurs
augmentent la perméabilité des capillaires de la région entrainant la formation d’un exsudat qui est
la cause de 1’cedéme localisé. Ce dernier comprime les nerfs et donne la sensation de douleur ( Loe
etal., 2018).

L’indométacine et le Diclofénac, utilises comme médicaments de références, sont des anti-
inflammatoires non stéroidien. Ils réduisent l'inflammation, en empéchant la synthese des
prostaglandines par inhibition des cyclo-oxygénases (COX 1 et COX 2) (Han et al., 2007 ;
Bolanle, 2012) .

La richesse des extraits de Marrubium vulgare L. et Salvia verbenaca L. en composés
phénoliques notamment 1’acide gallique et les flavonoides a savoir la quercétine pourrait contribuer

a I’effet anti-inflammatoire prouvé dans cette étude.

Plusieurs études confirment ’activité anti-inflammatoire des M. vulgare L. et S. verbenaca
L. Selon Fathiazad et al., (2017), I'extrait brut des feuillets de M. vulgare L. était capable
d'atténuer les phases précoce et retardée de l'inflammation induite par la carragénine. Il est lié a
I'inhibition de la libération et/ou de la synthése de cyclooxygénase et/ou de lipoxygénase. Dans une
autre étude I’extrait brutde M. vulgare L. et leur activité anti-inflammatoire a été rapportée sur la
biosynthése de prostaglandines catalysée par la cyclooxygénase. Donc les polyphénols de M.
vulgare L. ont un potentiel inhibiteur de la COX (Lodhi et al., 2017).

Cependant, des études de Kempuraj et al., (2005) montrent que les flavonoides contenus
dans les extraits des feuilles de S. verbenaca L. peuvent affecter le métabolisme du Ca** Ils
suppriment I'élévation intracellulaire des ions Ca®* de maniére dose-dépendante, ainsi que la

libération de molécules pro-inflammatoires telles que le TNFa. Il est probable qu’ils exercer leurs
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effets anti-inflammatoires en inhibant la synthese ou la production des molécules inflammatoires
comme les prostaglandines, I’histamine et les kinines (Nandal et al., 2009). En effet, ils exercent
une forte inhibition sur la cyclooxygénase (COX) et la lipooxygénase (Kim et al., 1998).

L’activité anti-inflammatoire in vitro a été évaluée selon deux tests : la dénaturation

d’albumine et la stabilisation de la membrane des érythrocytes.

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire par application d'un stress ou d'un composé externe,
tel qu'un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant organique ou de la
chaleur. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction biologique lorsqu'elles sont
dénaturées. La dénaturation des protéines est une cause d'inflammation bien documentée
(Leelaprakash et Dass, 2011).

Dans le cadre de I'étude du mécanisme de I'activité anti-inflammatoire, I'aptitude des extraits
de M. vulgare L. et S. verbenaca L. a inhiber la dénaturation des protéines a été étudié. Les résultats
montrent que ces extraits ont été efficaces pour inhiber la dénaturation de I'albumine induite par la
chaleur avec des pourcentages d'inhibition de 45,36 = 18,17% et 53,22 + 13,84% successivement.
L'activité inhibitrice de la dénaturation de la BSA peut étre attribuée a la présence de différents
composés bioactifs tels que les flavonoides dans les extraits par contre ; I’indométacine qui inhibe
non seulement la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires, mais également la dénaturation

des protéines (Sangeetha et al., 2011).

La stabilisation de la membrane des globules rouges a été utilisée comme méthode pour
étudier l'activité anti-inflammatoire in vitro car la membrane érythrocytaire est analogue a la
membrane lysosomale (Anosike et al., 2012) et sa stabilisation implique que les extraits pourraient
bien stabiliser les membranes lysosomales. La stabilisation des lysosomes est importante pour
limiter la réponse inflammatoire en empéchant la libération de constituants lysosomaux de
neutrophiles activés, tels que les enzymes bactériennes et les protéases, ce qui provoque une
inflammation supplémentaire des tissus et des dommages lors de la libération de cellules
supplémentaires. Les enzymes lysosomales libérées au cours de I'inflammation produisent divers
troubles. L'activité extra-cellulaire de ces enzymes serait liée a une inflammation aigué ou
chronique. Les médicaments non steroidiens (I’indemétacine) agissent soit en inhibant ces enzymes

lysosomales, soit en stabilisant la membrane lysosomale (Vadivu et Lakshmi, 2008).

Aussi les érythrocytes sont considérés comme des cibles majeures pour 1’attaque des

radicaux libres en raison de la présence a la fois d’une concentration élevée en acides gras
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polyinsaturés sur la membrane et du transport de 1’oxygene associé¢ aux molécules d’hémoglobine
rédox actives, qui sont de puissants promoteurs des espéces réactives de 1’oxygéne (Marcia
Carvalho et al., 2010). Selon Namoune et al., (2018) les polyphénols sont capables de protéger les

érythrocytes au stress actif ou d’accroitre leur résistance aux dommages causés par les oxydants .
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Conclusion et perspectives

La médecine traditionnelle est largement répandue et tient une place majeure dans le
traitement de différentes maladies chroniques et aigue comme I’inflammation. L’objectif de notre
travail était d’évaluer 1’activité anti-inflammatoire des extraits bruts des feuilles de Marrubium

vulgare L. et Salvia verbenaca L. contre I’inflammation.

L'extraction par maceération dans un mélange méthanolique des feuilles des deux plantes
nous a permis de récupérer deux extraits avec des rendements variables.Le taux le plus élevé ayant
été enregistré avec l'extrait de feuille de M. vulgare L. avec 17,97%. La quantification des
composés phénoliques dans ces extraits révele la présence de polyphénols totaux et de flavonoides.

L'activité anti-inflammatoire in vivo de ces extraits a été évaluée chez des souris en utilisant
le model de la patte inflammatoire. L’inhibition du développement de 1I’cedéme de pattes induit par
le carragénine chez la souris permet de conclure que les extraits bruts possédent une activité anti-
inflammatoire importante lorsqu’ils sont administrés par voie orale. Cette activité et comparable a
celle de I’Indométacine et du Diclofénac qui sont des anti-inflammatoires de référence.

Les tests anti-inflammatoires in vitro montrent aussi que les extraits bruts des deux plantes
ont une activité anti-inflammatoire puissante vis-a-vis la dénaturation des protéines (BSA), et ont
un effet protecteur contre I’hémolyse de membrane des globules rouges. Ces résultats ont été
compares a la L’indométacine.

Ces résultats ont expliqué les utilisations potentielles de Marrubium vulgare L. et de Salvia
verbenaca L. en médecine traditionnelle algérienne pour le soulagement de divers états
inflammatoires.

Cependant, des études complémentaires sont encore nécessaires pour étudier et identifier les
différentes fractions des extraits bruts des feuilles et d'autres parties des deux plantes afin
d'approfondir les connaissances sur les différents polyphénols et leurs activités biologiques et de
définir plus précisément les différents actions possibles de ces composés et leur synergie.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux
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Annexe 2: Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides totaux
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Annexe 3 : Protocole général d’extraction des polyphénols (Owen et Johns, 1999).
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Annexe 4 : Protocole de dosage des composés phénoliques.
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Annexe 5 : Protocole de dosage des flavonoides.
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Annexe 6 : Protocole d’inhibition de la dénaturation des protéines (Lavanya et al., 2010).
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Annexe7 : Protocole de préparation de la suspension (Kosala et al., 2018).
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Annexe 8 : Protocole d’inhibition de ’hémolyse des globules rouges selon le procédé de
(Kosala et al., 2018).
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Titre : Evaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits de Marrubium vulgare et Salvia
verbenaca de la région de Jijel in vivo et in vitro

Résumé

Cette étude avait pour objectif d’évaluer 1’activité anti-inflammatoire in vivo et in vitro des extraits brut
préparés a partir des feuilles de deux plantes médicinales de la région d’Ouled rabah, a savoir
Marrubium vulgare L. et Salvia verbenaca L. Le test de I’eedéme induit par la carragénine, la
dénaturation de 1’albumine et la stabilisation de la membrane des globules rouges ont été choisis pour
I’étude de I’activité anti-inflammatoire. Les dosages phytochimiques ont montré que 1’extrait brut du S.
verbeneca L possede la plus haute teneur en polyphénols et en flavonoides (841,22+ 64,77mg EAG/g
EB et 162,47+ 20,31mg EQ/g EB respectivement) par rapport a M. vulgare L (427,83 93,5mg
EAG/gEB et 100,19+ 9,09mg EQ/g EB respectivement). In vivo, I’étude de I’activité anti-
inflammatoire a révélé une bonne activité anti-inflammatoire des deux extraits brut a différentes
concertations par leur capacité de réduire 1I’cedéme des pattes des souris induit par la carragénine. Cette
activité est confirmée par les résultats de 1’étude in vitro qui ont montré une bonne inhibition de la
dénaturation de I’albumine a 100pg/ml et une bonne stabilisation de la membrane des globules rouges a
différents concentrations (25, 50, 100, 250, 500ug/ml). Ces résultats sont trés encourageants pour une
éventuelle application clinique.

Mots clés : Activité anti-inflammatoire, polyphénols, cedéme, BSA, hémolyse, M. vulgare,S verbenaca.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the in vivo and in vitro anti-inflammatory activity of raw extracts
prepared from the leaves of two medicinal plants from Ouled rabah region, named Marrubium vulgare
L and Salvia verbenaca L. Carrageenan-induced edema test, albumin denaturation and stabilization of
the red blood cell membrane were chosen for the study of anti-inflammatory activity. Phytochemical
assays showed that the raw extract of S. verbeneca L. has the highest polyphenols and flavonoids
content (841.22 + 64.77mg EAG/g EB and 162.47 + 20.31mg EQ/g EB respectively) compared to M.
vulgare L. (427.83 £ 93.5 mg EAG/gEB and 100.19 + 9.09 mg EQ/g EB respectively). In vivo, the
study of the anti-inflammatory activity revealed a good anti-inflammatory activity of the two raw
extracts at various concentrations by their ability to reduce mice paw edema induced by carrageenan.
This activity is confirmed by the results of the in vitro study which showed a good inhibition of
albumin denaturation at 100pg/ml and a good stabilization of red blood cells membrane at different
concentrations (25, 50, 100, 250.500 pug/ml). These results are very encouraging for a possible clinical
application.

Key words: Anti-inflammatory activity, polyphenols, edema, BSA, hemolysis M. vulgare,S verbenaca.
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