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I ntroduction

INTRODUCTION

De I’antiquité a nos jours, I’homme s’est toujours do nné les moyens de
combattre la douleur ; ces moyens efficaces ou non lui sont souvent fournis par
son environnement naturel et sont essentiellement a base de plantes. Les extraits
des plantes étaient, d§ja, connus et utilisés par les égyptiens, les romains et les
grecs, pour leurs propriétés odorantes et médicinales. [1]

Face aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques, le dével oppement de la
recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers I’obtention de phytomédicaments. [2]

La sauge est une plante annuelle et biannuelle d’origine méditerranéenne
de la famille des labiées. [3] cette plante possede des huiles essentielles qui
pourraient présenter dintéressantes propriétés pharmacologiques. Il existe
environ 900 especes identifiées autour du monde. [4] C’est une plante aromatique
et medicinale assez largement utilisée soit a I’état naturel, soit sous forme
d’extrait. Pour usage externe, elle est appliquée en gargarisme contre les
inflammations de la bouche, les abces, et aussi pour le nettoyage et la cicatrisation
des plaies [3]. Les infusions de la sauge sont appliquées pour le traitement de
pluseurs maladies de la circulation sanguine, les troubles digestifs et les
problémes du systeme nerveux. [5] Cette plante aromatique est employée dans la

cuisine, pour son godt puissant, |égérement amer et camphré. [6]

Ce travail gque nous alons vous présenter comporte les résultats de nos
recherches bibliographiques sur la plante, nos éudes expérimentales sur les
extraits de la sauge et enfin nos commentaires, discussions et une conclusion.
Notre travail sera présenté comme suit : une premiére partie: est une synthese
bibliographique. Le premier chapitre explique les principaux mécanismes et les
manifestations cliniques et biologiques de la réaction inflammatoire et les points
d’impacts des thérapeutiques anti-inflammatoires.

Le deuxiéme chapitre présente un rappel sur le stress oxydatif et les différents
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques ainsi que les différentes classes
des polyphénols et |eurs effets biologiques.

Le troisieme chapitre est consacré a I’étude et description botanique de la plante et

aux propriétés biologiques de La Salvia. Officinalis.L.

La partie experimentale consiste a étudier I’activité analgésique,

antioxydant, antipyrétique et anti-inflammatoire de la plante.




Chapitre| : ’inflammation

I.1. Les mécanismes de I’inflammation
1.1.1. L’inflammation

L’inflammation est une réponse immunitaire naturelle, qui se développe suite aune lésion
tissulaire provoquée par des facteurs physicochimiques (irradiations, brulure, traumatismes
mécaniques...) ou des infections microbiennes (bactériennes, virales ou parasitaire). Elle a pour
but d’éliminer I’agent pathogéne et réparer les lésions tissulaire. Elle peut étre aigue ou

chronique. [7]

L’inflammation se manifeste par quatre signes cardinaux:

» Rougeur : due a la vasodilation et I’hyperémie.

» Gonflement : occasionné par I’exsudation de liquide et de protéines plasmatiques dans les
tissus, qui est due a une augmentation de la perméabilité membranaire.

» Chaeur: associée a une augmentation du début sanguin et a une activité cellulaire
accrue.

» Douleur: associee a la stimulation de neurones nocicepteurs par des médiateurs

chimiques spécifiques. [8]

[.1.2. Types d’inflammation
L’ inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus

inflammatoires : [9]

[.1.2.1. Inflammations aigués

L’inflammation aiglie est une réponse physiologique complexe, qui implique la
participation des deux branches du systeme immunitaire : I'immunité innée et I’'immunité
adaptative. [10] C’est une réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques
jours a quelques semaines), dinstallation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes
vasculo exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante
(Figure2). [11]

[.1.2.1.1. Les phases de I'inflammation aigue non spécifique
a/ La phase vasculaire (réaction vascul o-exsudative)

Il s’agit d’une vasoconstriction artériolaire, trés breve de quelques secondes, et tres
rapidement ressentie puisque douloureuse, expliquée par la libération d’histamine, de sérotonine
et de kinine, I’excitabilité des terminaisons nerveuses en est la conséquence et va conforter le

processus doul oureux.
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Cette constriction n’est pas innocente sur les plaquettes présentes dans la circulation,
laquelle est perturbée. Ces plaquettes vont alors s’activer. Trés vite a cette vasoconstriction, va
faire suite une vasodilatation des vaisseaux sanguins par I’histamine et prostaglandine des
mastocytes. Le débit local est augmenté et la perméabilité des capillaires est exacerbée, ce qui
explique I’extravasation des cellules sanguines (diapédése). Et en partie la constitution de la
chaleur et de la rougeur. La migration des cellules s’accompagne d’un transfert de plasma qui
crée I’cedéme. [12] (le passage vers le foyer Iésionnel d’un liquide appelé exsudat contient d’eau,

protéine plasmatique et des cellules immunitaires). [9]

b/ La phase cdlulaire (recrutement des leucocytes)

Les phénomeénes vasculo-exsudatifs initiaux permettent |'arrivée dans le foyer
inflammatoire des leucocytes. [13] Les cellules endothéiales constituent les principaux acteurs
cellulaires de cette étape, celles-ci sont activées sous I’effet des médiateurs libérés a I’étape
précédente, aussi divers que le produit des systemes d’activation plasmatiques (dérivés du
complément, thrombine, bradykinine), I’histamine libérée par les mastocytes, le (platelet-
activating factor) PAF, les prostaglandines, les cytokines inflammatoires (TNF-q, IL-10, INF-y),
ou les especes réactives de I’oxygene. [10,14] Les cellules endothdliales actives en induisant
I’expression de molécules d’adhésion impliquées dans le recrutement de leucocytes sanguins.

L e recrutement de leucocytes se divise en 3 étapes bien caractérisees :
> le roulement a la surface de I’endothélium (qui implique les sélectines).
> I’adhésion ferme (qui implique I’E-sélectines, ainsi que ICAM-1 et VCAM-1, de la
famille des immunoglobulines).
> la transmigration a travers I’endothélium (qui implique notamment PECAM-1)
(Figurel). [10]

Les neutrophiles représentent le type majeur de cellules immunitaires recrutées lors de
I’inflammation aiglie. Cependant, les cellules endothéliales vont également recruter des
monocytes, des lymphocytes B et T ainsi que d’autres leucocytes. Nous pouvons affirmer que le
neutrophile est caractéristique de I’inflammation aigiie, alors que le macrophage est
caractéristique de I’inflammation aigue tardive et de I’inflammation chronique. Le neutrophile
ayant une courte durée de vie, celui-ci sera progressivement remplacé par le macrophage, qui
d’ailleurs se chargera de la phagocytose des neutrophiles apoptotiques. [10,15] Ces cellules vont
en effet ingérer les é éments léseés. Elle repose sur la dégranulation des composants internes de la
cellule. [11]
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Le TNF permet la dégranulation des neutrophiles et augmente leur capacité a sécréter des
protéases (élastase et collagénose), des peptides antimicrobiens, des espéeces oxygéenées réactives
(ROS pour Reéactive oxigen species) [16,17], et aussi les PMNs qui vont contribuer a

I’éradication des corps étrangers ou des tissus lésés. [10]

Activation d'integrin
par les chemokines

Migratian 3 travers

Adhésion stable I'endothelium
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Figure 1 : Processus de migration des neutrophiles atravers les vaisseaux sanguins. [9]

¢/ Phase de résolution et laréparation

La phase de résolution, dite de réparation, dépond du degré des Iésions tissulaires. En
effet, dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éiminés par les PMNs,
et les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaire sont phagocytés par les
macrophages. Les macrophages vont alors sécréter des cytokines et des médiateurs qui vont
induire la phase de cicatrisation et de régénération tissulaire. Le retour a un état physiologique
consiste dans un premier temps en la réparation de I’endothélium par les cellules endothéliales
elles-mémes, ces cellules pouvant produire et remodeler les déments de leur stroma (collagene
de type | et I1l) ou de leur lame basale (collagene de type 1V et V, laminine). Si I’atteinte est
plus sérieuse et entraine une destruction du tissu atteint, d’autres cellules vont intervenir pour
réparer le nouveau tissu. Les macrophages vont participer a I’angiogenese, mais ce sont surtout
les fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les protéines matricielles des tissus
intercellulaires, comme le collagene, la fibronectine et la laminine pour permettre la
reconstruction des tissus. Le systeme de I’angiogenese est ainsi remis au repos et la réaction

inflammatoire peut s’éteindre. [18]
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Figure 2 : Principales étapes de |'inflammation aigte. [10]

[.1.2.2.Inflammations chroniques
Définition :
C’est une inflammation de durée prolongée qui peut survenir dans trois contextes
principaux :
La persistance de microorganismes de faible toxicité telle que le bacille de koch (BK).
L'exposition prolongée a des agents toxiques exogenes (contacts répétés avec le ciment
ou les cosmétiques), ou endogenes (athérosclérose: réaction des paroies des vaisseaux
aux LDL).
L'auto immunité développée par les antigénes du soi modifiés (polyarthrite rhumatoide,
lupus érythémateux). [19]

De fagon schématique, I’inflammation chronique se différencie de I’inflammation aigué
essentiellement par :
» La coexistence des étapes vasculaires et d’amplification décrites ci-dessus.
» Une persistance de I’inflammation dans le temps.
» Des destructions tissulaires importantes. [14]
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[.1.3. Les cellules de I’inflammation

Tableau 1 : les différentes cellules de I’inflammation

Granulocyte

propriétés des granules

intracellulaire permettent de

inflammatoire allergique. [20]

Cédllule Caractére Réleprincipale M édiateur chimique
Les monocytes sont del-Les monocytes ont une fonction|-Cytokines  (TNF-q,
grosses cellules (15 a 30um) magjoritairement phagocytaire et|IL-1pB, IL-6, IL-12).
au noyau en fer cheva|plus accessoirement de cellule-facteurs
caractéristique.la membrane|présentatrice de I’antigéne. chimiotactiques
plasmique contient  del- Ils jouent un réle prépondérant|(IL-8), PGE2, LTBA4.
Monocyte |nombreux lysosomes.|dans la destruction tissulaire et|-1L-10. [14]
Représentent 3 a 10% des|I’entretien du processus
globules blancs. [20] inflammatoire. [14]
Les cellules de la lignée Histamine
granulaire  possédent de Héparine
nombreuses  granulations, Sérotonine
elles comportent un noyau(leur réle principal c’est lajleucotrienes (LT)
polylobé ou segmenté. Les|phagocytose, réponse|prostaglandines (PG).

[14]

M acrophage

distinguer  trois  types

cellulaire: les granulocytes

neutrophiles, basophile,

€osinophile. [20]

Sont issus de lalleur réle principal des|Cytokines: IL1, IL6,
différenciation des|macrophages sont : laTNF-a.

monocytes concomitante alphagocytose, la sécrétion desChimiokines:  IL-8.
leur passage dans les tissus.|cytokines, la présentation de[20]

ce sont des grosses cellules
(20 a 30 Um). contient des
pseudopodes. [20]

I’antigene. [20]

Mastocyte

Les mastocytes sont des
cellules tissulaires de (10 a

20 Um), mononuclée, le

impligué dans la réaction
inflammatoire, les  défonces
antimicrobiennes et dans |4

TNF-a, I’histamine, la
PAF

activating

sérotonine,
(platelet
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cytoplasme contient desmanifestation allergique. [20] factor),
granules  sécrétoires  de prostaglandines,

tailles variables. [20]

leucotrienes. [21]

Lymphocyte

Les lymphocytes, cellules
de l'immunité spécifique,
humorale et cellulaire, sont
detype B et T ou NK (pour
Natural Kkiller). Parmi
lymphocytes T,

les
certains
sont dits auxiliaires « helper
(CD4),

cytotoxiques

v

> d'autres,
(CDS8).

maturation de la lignée B,

la

secretent les anticorps. Les
lymphocytes T secretent des
cytokines. [22]

les lymphocytes B et T produisent
les cytokines pro inflammatoires,
initient la réponse immunitaire
adaptative et

contribuent &

I'activation des PMNs pa la
production  dimmunoglobulines

par les B-lymphocytes. [22]

-Cytokines
pro-inflammatoire (IL-
2, IFN-y, TNF-0).
-anti-inflammatoire
(IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10). [21]

Les
plaquettes

sanguines

Les plaguettes ne sont pas
des cellules;, mais des
fragments cellulaires
provenant des
de

moelle osseuse. |le contient

mégacaryocytes laj

des granules, des
microtubul es et des
filaments d’actine

/myocine.les plaquettes sont
également impligquées dans
la réponse immunitaire en
particulier dans

I’inflammation. [23]

Elles sont indispensables a
I'némostase  primaire. Elles
contribuent au processus
inflammatoire par la libération de

nombreux médiateurs comme le
fibrinogene, le plasminogene, des
protéases plasmatiques ainsi que

delasérotonine. [9]

PAF(facteur activateur
des
plaguettes).histamine,
IL-8.[9]
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[.1.4. Les médiateurs de I’inflammation
[.1.4.1.L es systemes d’activation plasmatique
Les conséquences fonctionnelles de cette activation sont I’élimination du pathogene (par ex. par

phagocytose) et/ou laréparation de lalésion.

a- Les systemes coagulation / fibrinolyse

Les relations sont complexes entre inflammation et systéme de la coagulation, la présence de
dépots de fibrine intra et extra vasculaires est quasi constante dans I'inflammation. [24]

Au cours de la coagulation, une cascade de protéolyses aboutit a la production de fibrine a
partir du fibrinogéne. La fibrine est un composé important de I'exsudat inflammatoire, elle limite le
foyer inflammatoire et constitue une matrice sur laquelle les cellules inflammatoires peuvent se
déplacer. La coagulation est en équilibre avec la fibrinolyse : la plasmine dégrade la fibrine en
produisant des fragments appelés produits de dégradation de la fibrine (ou PDF). [25]
L'inflammation donc active la fibrinoformation et par voie de conséquence la fibrinolyse. La
fibrinoformation/fibrinolyse contribue a amplifier [I'inflammation. On peut citer plus

particulierement :

facteur X1 (Hageman) : active les kinines, le systéme du complément, la coagulation et la
fibrinolyse. C'est une enzyme sérique qui est activée par les complexes Ag-AC, les fragments du
collagéne issus de protéolyse, les corps insolubles (cristaux).

produits de dégradation de la fibrine (PDF) : vasodilatateurs et chimiotactiques sur les
polynucléaires.

Thrombine : active plaquettes et cellules endothéliales ; chimiotactique pour

polynucléaires et monocytes-macrophages. [24]
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Figure 3 : systéme de la coagul ation/fibrinolyse. [25]

Au cours de la coagulation, le facteur Hageman activé aboutit aprés une cascade de réactions
alaformation de thrombine a partir de prothrombine, la thrombine résultant active le fibrinogene en
fibrine. Cette derniere est dégradée par le plasmine en PDF. [25]

b- L e systéme du complément

Le systéme du complément est un ensemble de protéines plasmatiques qui participe aux
mécanismes de défense naturelle de I’hote et a la régulation de la réponse immune spécifique.
Les composants du complément s’articulent suivant deux voies dites voie classique (comportant
C1, C4 et C2) et voie aterne (C3, B et D), se rgjoignant au niveau de C3 en un tronc commun

terminal, dont I’activation aboutit a la formation du complexe d’attaque membranaire a action
cytolytique. [26]

b.1 Complément et inflammation
Le complément par le biais du C3 surtout et de ses produits de dégradation active les
cellules porteuses des récepteurs CR1, 2,3 et 4 qui produisent entre autre de nombreuses

cytokines pro-inflammatoires. [27]

D'abord, la formation des C3 et C5 convertases induit la libération des anaphylatoxines
C3a et Cba qui possedent d’importantes capacités chimiotactiques sur les cellules
inflammatoires. Vialeurs récepteurs, C3aR et les C5aR, ces petites protéines peuvent activer les
cellules endothéliadles et les plaquettes mais auss induire la sécrétion de cytokines et de
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chimiokines & activité pro-inflammatoire. De plus, C3b, par I'intermédiaire des récepteurs CR1,
CR3 et CR4 peut activer les leucocytes.

Enfin, C5b9, y compris des complexes sublytiques C5b7 et C5b8 formés a la surface des
cellules cibles, induisent I’hydrolyse des phospholipides membranaires et I’activation des
protéines G. Ces complexes sont ainsi capables de transmettre un signal et de stimuler différentes
fonctions cellulaires comme la synthése de cytokines ou I’activation de proto- oncogéenes

intervenant dans le cycle cellulaire. [28]

c- Lesystémedeskinines/Kallicréine

Le systeme kinine-kalicréine (SKK) est un ensemble peptidigue et enzymatique
ubiquitaire, jouant un role physiologique important car il est situé a la croisée de nombreux
systemes peptidiques et voies de signalisation tels la cascade de la coagulation, les voies de la

fibrinolyse et du complément. [29]

Les kinines appartiennent a une petite famille de peptides incluant la bradykinine (BK), la
kallidine et leurs métabolites actifs. [30]

La bradykinine est produite a la suite de I’activation du facteur de Hageman (ou facteur
XI1I) du systeme de coagulation sanguine, lorsqu’il rencontre du collagene aprés une lésion
vasculaire (le collagéne est exposeé au contact du sang apres désorganisation du tissu
endothélial). Ce peptide est un vasoactif tres puissant qui induit la dilatation des veinules,
I’augmentation de la perméabilité vasculaire et la contraction locale des muscles lisses,

évenements favorisants | e recrutement de leucocytes.

Comme I’histamine, les prostaglandines et la bradykinine participent au déclenchement

de la sensation douloureuse. [31]
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Figure 4 : différentes voies de laformation de kinine. [25]

Le facteur XII activé aboutit a la transformation de prekallikréine en kallikréine. Ce

dernier est responsable de laformation de kinine a partir de kininogéne. [25]

[.1.4.2. Lesmédiateurscellulaires
a. L’Histamine

L'histamine est essentiellement stocké dans les basophiles et les mastocytes sous forme
préformée, liée aux protéoglycans [32], il provoque la constriction des veines et des arteres
(effets H1) et, au contraire, la dilatation des artérioles et des capillaires (effets H1 + H2). Il
augmente également, in vivo, la perméabilité capillaire (effet H1). L'histamine joue un role
modulateur important dans les réactions inflammatoires et |es réponses immunitaires. [33]

b. Lesradicaux libres

L'inflammation est une source importante de radicaux oxygénés produits directement par
les cellules phagocytaires activeées. [34]
Dans la minute qui suit le contact avec la particule étrangere, les neutrophiles induisent une
augmentation de la consommation d’oxygene. Tout I'oxygéne consommeé est réduit par le
NADPH en ion superoxide. Dans |le phagosome, les ions superoxide sont convertis en eau
oxygénée (H.O,) et en présence d’ion chlorure et de I’enzyme myeloperoxydase, I’'H.O, est
transformée en acide hypochlorique. Ce dernier agit sur la membrane des bactéries en fixant le
chlore, en oxydant les groupements SH et en décarboxylant les acides aminés en aldéhydes, ce

qui provogue une perte de I'intégrité de la membrane bactérienne. [35]

11
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L activation de la NOS macrophagique stimule la formation de monoxyde d’azote (NO) a
partir de I’arginine. Le NO est un puissant vasodilatateur et peut générer en combinaison avec les

radicaux libres des péroxynitrite trés délétéres. [36]

c. Les Eicosanoides

Ce sont des composés a 20 atomes de carbone qui dérivent de I’acide arachidonique.
L’acide arachidonique est libéré a partir des phospholipides membranaires des cellules
inflammatoires sous I’action des phospholipases A2. [37]
Deux voies enzymatiques principales divergentes pour conduire, a la formation de médiateurs
lipidiques de I’inflammation biologiquement actifs : la voie des cyclooxygénases (COX) et

celles des lipoxygéenases.

L’activité COX conduit a la formation de prostaglandine (PG) et thromboxane (TX).
Ces médiateurs sont essentiellement libérés, par les cellules endothéliales, les macrophages, les
mastocytes, les plaguettes et les fibroblastes.
Les leucotrienes (LT) sont synthétisés par des réactions catal ysées par |es lipoxygénases. La 5-
lipoxygénase est une enzyme dont la distribution est limitée a certaines cellules d’origine
médullaire, aux PNN, éosinophiles, basophiles, aux Monocytes / macrophages, mastocytes et
lymphocyte B. Les médiateurs inflammatoires lipidiques les plus puissants sont sans conteste la
PGE2, laPGI2, et le LTB4 qui contribuent au recrutement des cellules immunitaires sur le site
inflammatoire. [14]

d. Cytokines

Les cytokines sont des pro-inflammatoire de nature protéique produites principalement
par des macrophages activés [38], permettant aux cellules de communiquer au sein du systéme
immunitaire et aussi entre le systéme immunitaire et les autres systemes de I’organisme [14] Les
cytokines peuvent avoir une action autocrine (sur la cellule sécrétrice elle-méme), paracrine et
juxacrine (sur une cellule voisine), ou endocrine (sur des cellules situées a distance de la cellule

productrice). [39]

» TNF -a

Sont des Cytokine pro inflammatoire produite par les mastocytes et |es macrophages [40],
qui possedent deux récepteurs principaux : le TNFRI et le TNFRII qui different par leur domaine
intracellulaire. La partie intracellulaire du TNFRI est composée d’un domaine de mort « death
Domainx, alors que le TNFRII posséde un domaine d’interaction avec les protéines TRAF [41],
ces récepteurs induisent I’activation des facteurs de transcription NF-Kb. [20]

12
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Le TNF-a stimule I’expression de molécules d’adherence et la production de chimiokines
par les cellules endothéliales permettant e recrutement des leucocytes sanguins (neutrophiles,
éosinophiles, monocytes ou les NK) vers le foyer inflammatoire et il peut induire I’apoptose de

certaine cellule. [42]

> IL1
Est une cytokine pro-inflammatoire produite par de nombreuses cellules mais surtout par
les monocytes et |es macrophages [43] .
Deux formes sont secrétées: l'interleukine 1 alpha et l'interleukine 1 béta [44]. IL1 agit sur le
systéme nerveux central et déclenche la fievre, [45] et induit la synthése de I’Eicosanoides et de
I’oxyde nitrique, stimule la synthése du collagéne. [46]

> IL6
Est une cytokine pro-inflammatoire produite par un grand nombre de type cellulaire [20].
Elle induit la sécrétion des protéines de la phase aigué et aussi agit sur la prolifération et la
différenciation des LB et des LT cytotoxiques dans la réponse immunitaire spécifique. [47]

[.2. Anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires sont des meédicaments qui peuvent réduire la douleur,

I’inflammation et dans certaines cas la fievre. [21]

[.2.1. Lesanti-inflammatoir es stér oidiens (cor ticoides)
[.2.1.1 Définition

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de médicaments dérivés du cortisol. [21] Les glucocorticoides sont des substances
dérivées du cholestérol, [4] synthétise par les glandes surrénales. Les GC agissent
essentiellement sur le métabolisme glucidique et protéique chez I’individu sain et exercent une
puissante activité anti-inflammatoire dans des conditions pathologiques. [14] (ils sont
régulierement utilisés dans les traitements anti-inflammatoires). [48] Parmi les anti-
inflammatoires stéroidiens les plus puissant, les glucocorticoides, les corticoides naturels
(cortisol) et les corticoides de syntheses (prednisone, prednisolone, la dexaméthasone ou
Triamcilone). [14,21]

[.2.1.2 M écanisme d’action
Le mode d’action des glucocorticoides (GC) se sSitue essentiellement au niveau
transcriptionnel. Les GC sont  des hormones lipophiles et peuvent donc travers la membrane

plasmique, et se lient &leurs récepteurs intracellulaires et forment un complexe récepteur-ligand,
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puisil pénetre dans le noyau cellulaire et fixé ala molécule dADN pour exercer leurs effets par
la répression ou I’induction de génes. Les GC induisent une augmentation de la transcription de
I’inhibiteur du NF-KB(I-KB), la liaison de cet inhibiteur au NF-KB dans le cytosol empéche la
trangdlocation du NF-KB vers le noyau et prévient I’activation de nombreux génes par NF-Kb.
[14,48,49] Leur activité anti-inflammatoire est relativement éendue : les GC suppriment la
libération des prostaglandines, des leucotriénes, et les cytokines inflammatoires (IL- 103, IL-6,
TNF-0), des chimiokines comme I’IL-8, du NO, ils permettent inhibition de I’expression de
molécules d’adhésion. Les GC inhibent également la prolifération et la différentiation des
lymphocytes T par des mécanismes multiples, [14,21] et ils augmentent la production de la
Lipocortine (protéine anti-inflammatoire) inhibant ainsi 1a phospholipases A2 donc la libération
de I’acide arachidonique. Par contre, ils diminuent fortement la migration des polynucléaires,
monocytes-macrophages vers le site de I'inflammation. [21] les GC stabilisent auss la
membrane des lysosomes, ce dont il résulte une diminution du taux des enzymes lysosomiales

libérées au niveau du site d’inflammation. [48]

[.2.2. Anti-inflammatoire non stéroidiens
[.2.2. 1.Définition

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont des médicaments symptomatiques
capables de sopposer au processus inflammatoire, quelle qu'en soit la cause (mécanisme,
chimique, infectieuse, immunologique), ils agissent sur les signes locaux de l'inflammation :
rougeurs, chaleur, douleur et cedeme . Les AINS se caractérisent par I'absence d'une structure
chimique stéroidienne, [50] et ils sont les plus utilistées dans le monde en raison de leurs
propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et antalgiques, [49] sont parmi les médicaments le
plus fréquemment prescrits dans le monde (4,5% de la consommation médicamenteuse des pays
industrialisé). [21] et sont appartiennent a diverses catégories mais sont tous capables de bloquer
la formation de certaines substances comme les prostaglandines, médiateurs chimiques
nécessaires au devel oppement de I'inflammation .1ls sont surtout efficaces dans les phases aigues
de l'inflammation. [50]

[.2.2.2.Mécanisme d’action :

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par lestravaux de Vane en 1971, il repose
en grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclooxygénases, enzyme
qui permet la production de prostaglandine a partir de I’acide arachidonique. Cette

caractéristique commune atous les AINS conduit a une diminution de la production des
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prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), importants médiateurs de I’inflammation
(Figureb). [49]

I Phospholipides membranaires I

Phospholipase A2

I Acide arachidonique l

Stimulus Stimulus
physioclogique inflammatoire
COX- Il constitutive - = COX-2 inductible
Esvomac., rein, intestin, AldNS Sites de lNinflammartion
plaquerttes, endothélium (macrophages. synoviocytes...)
PGE2 PGI2 TxA2 Cytokines
- inflamma- Protéases =
estomac reins plaguettes : autres
toires
Fonctions physiologiques: Inflammation
protection d'organes Douleur

Figure 5: Mécanisme d’action et effets des anti-inflammatoires non stéroidiens. [9]

[.2.3 Les anti-inflammatoires d’origine vegétale

L’incorporation et I’utilisation des plantes medicinales dans le traitement de plusieurs
réactions inflammatoires, en particulier le rhumatisme, sont des pratiques communes dans la
médicine traditionnelle. Aujourd’hui c’est un fait remarquable que les substances anti-
inflammatoires d’origine végétale présentent un intérét grandissant car elles offrent des
avantages par rapport aux anti-inflammatoires classiques, comme par exemple I’inexistence des
effets secondaires. [51] Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la
cyclooxygénases et lalipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes. [49]
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[1.1. Stress oxydant
11.1.1. Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, (atome ou molécule) contenant un ou
plusieurs éectrons non appariés dans ses orbitales. Ce déséquilibre n’est que transitoire et il
est comblé soit par I’acceptation d’un autre électron soit par le transfert de cet électron libre
sur une autre molécule. Ces espéces radicalaires tres instables, trés réactives et sont produites

d’une maniére continue, dans de nombreux phénomeénes biologiques. [52]

11.1.2. Le stress oxydant

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la consequence d'un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et leur destruction par des systémes de défenses. [53] I
résulte de I’action d’un ensemble de facteurs incluant, les agents chimiques cancérogénes
[54], les radiations ionisantes [55], et méme le régime aimentaire (un régime riche en pro-
oxydants ou pauvre en antioxydants comme la vitamine C et E). [56] les cellules altérées par

ces facteurs produisent des taux élevés de radicaux libres principalement les ROS. [57]

Le stress oxydants joue un réle central dans de nombreuses pathologies telles que
I’athérosclérose [58], le diabéte de type 2 [59], les pathologies neurodégénérative [60], les
maladies inflammatoire chronique. [61]

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO
Caroténoides

OXYDANTS
0,%, OH®, '0,, H,0,
°NO, ONOO"

HOCL
LOO®, LOOH

Figure 6 : Déséquilibre Antioxydant /Oxydant. [62]
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11.1.3. L’Origine des radicaux libres

Les facteurs responsables de |'augmentation de la production de radicaux libres par
['organisme sont appelés facteurs oxydants. Ils se divisent en deux facteurs endogenes et

exogenes.

Tableau?2 : les sources endogenes et exodogénes des radicaux libres. 63,64, 65]

L es sources endogenes L es sources exogenes

» Origine Chimiques :
» Lachainerespiratoire. - Métabolisme des xénobiotiques.
» Laréaction immunitaire. - Fumé du tabac.

» La transduction de signaux > Origine physique:

cellulaires. - lrradiation ionisants.
> LesNADPH oxydases. - Le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde
> Lesoxydes nitriques synthases. d’azote  (NO,) présents dans notre
> Autres sources endogenes. environnement.

L’alimentation.
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I1.1.4. L es espéces réactives d’oxygenes

Tableau 3: Principales espéces r éactives dans les systémes biologiques. [66]

Lesradicaux libres

Espéceradicalaire

Espéce non radicalaire

Espece réactif | Espéce réactif | Espéce  non réactif | Espéce non réactif
d’oxygene d’azote d’oxygene d’azote
O,*": Anion superoxide | NO": Monoxyde ONOQ':Anion ONOQ™: Anion
HO,:Radical d'azote péroxynitrite péroxynitrite
hydroperoxyle NO, : Dioxyde OONOO™":Anion OONOQO': Anion
OH’:Hydroxyle d'azote péroxynitrate péroxynitrate
RO":Radical alkoxyl N3":Nitrate H,O,:peroxyde ONOOH: Acide
ROO":Radical d'hydrogéene peroxynitreux
alkoperoxyl O,:Oxygene singul et ROONO: Alkyl
ROOH’:Radical 05:0zone péroxynitrate
hydroxyperoxyl HOCL: Acide HNO,: Acide nitreux

hypochloreux NO+:Cation

ROOH: NO":Anion nitrosyle

Perxidesorganiques

[1.1.5. Les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions des molécules

biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, et des glucides), mais aussi des

lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene des métabolites libérés

notamment lors de I'oxydation des lipides.

11.1.5.1. Dommage de I’ADN
L’ADN est une molécule tres sensible, elle est attaguer par les radicaux de |'oxygéne.

Au bas mot, cing classes principales de dommages oxydatifs mediés par OHe peuvent étre

générées. Parmi elles, les bases oxydeées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des

cassures de brins et des pontages ADN-protéines. Les bases qui composent I'ADN, et

particulierement la guanine, sont sensibles al'oxydation. Le stress oxydant peut auss attaquer

la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaguer le sucre lui-
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méme, créant une coupure de chaine simple brin. La peroxydation lipidique génére des
aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de I'ADN de type MDA -guanine ou
éthénodérivés. [34]

Cassure simple brin
{CSB)

Pontage intrabrin

Modification d'une base
{oxydation, réarrangement,

adduits)

Site abasique _ =\ Cassure double brin (CDB)
(apyrimidique ou apurique)
: ﬁc\& Lésions complexes et groupées,

\*¢===  Dommages multiples localisés (LMDS)

Figure7: Les principaux dommages oxydatifs médiés al'ADN par les ERO. [67]

11.1.5. 2.Dommage des protéines

La toxicité des ERO s’exerce également sur les protéines. Ils sont en effet capables de
réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines, les plus sensibles a leur action
sont les acides aromatiques comme la tyrosine, sur lesquels le radical OH s’additionne,
modifiant la conformation de la proténe, sur les acides aminés contenant un atome de soufre
tels que la cystéine, I’oxydation par les radicaux libres conduit a la formation de ponts
disulfures, donc a I’agrégation de plusieurs molécules de protéines. Les ERO sont aussi
capables de couper des liaisons peptidiques et de forme ainsi des fragments protéiques, les
protéines oxydées perdent leur capacité a se fixer correctement sur un récepteur ou a fixer

spécifiguement un ligand, altérant la signalisation cellulaire. [68]

11.1.5. 3.Dommage des lipides (peroxydation lipidique)
La peroxydation lipidigue consiste en la modification oxydative des lipides. La

peroxydation lipidique distingue en 3 phases : I’initiation, la propagation et la terminaison.
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a. Initiation

Le processus de peroxydation lipidique est initié par I’abstraction, par un radical .OH ou
HOO. Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre

deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI).
LH+OH—— 3 L-+H20
b. Propagation

Le radical lipidique (L.) réagit avec une molécule d’oxygene par oxydation pour
former un radical pyroxyle (LOO»)

L.+02____ , LOO-

Le LOOe va propager la réaction en chaine avec une molécule LH voisine pour former
un nouveau L- et un hydroperoxyle lipidique (LOOH). De cette maniere, de nombreuses

molécules d’hydroperoxydes lipidiques peuvent étre formées pour chaque RL initial.
LOO-+LH —» L-+LOOH
c. Terminaison

Cette étape consiste en la formation de composés stables issus de I’association de 2
composeés radicalaires. Leurs électrons non appariés s’associent rapidement pour former une

liaison covalente stable. La réaction peut également étre stoppée a I’aide d’antioxydants. [69]
LOO- +LOO: —» LOOL + 02

LOO-+L: — » LOOL
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AGl1

HO. +
Arachidonat = 7=\ A 7 COOH

b

Radical arachidonique MNVFYEVEVEWV coon
ot

= JE CO0H
Radical diéne conjugué .
‘02 AG2
o %00 /
AW
ANVAVEVEVANP
Radicale peroxyle y Arachidonat
O0OM
AANNEANSOH
hydroperoxyde

Figure 8: Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés. [67]

[1.1.5. 4. Dommage des glucides
L'oxydation du glycose peut libérer des céto-aldéhyde, H202 et OH" en présence des
métaux, et entrainer également la coupure de protéine et leurs glycation par attachement du

céto- aldéhyde. Il formant aussi un dérivé de produit de glycation avance. [67]

11.1.6. Entre stress oxydant et inflammation

Plusieurs mecanismes contribuent a I’instauration d’un stress oxydant soit en
favorisant la production de ROS tels que I’hyperglycémie, des concentrations élevées de
lipides tissulaires, I’inflammation chronique. [70]

Les ROS peuvent induire une réponse inflammatoire en médiant /activant des
kinases sensibles au stress lesguelles activent des facteurs de transcription nucléaires
sensibles au redox. Ces facteurs de transcription sont essentiels pour I’expression de genes
inductibles associés avec les réponses inflammatoires et immunitaires, incluant les
cytokines, les molécules d’adhésion cellulaire, et la NO synthases inductible [71]. A leur
tour, ces marqueurs de I’inflammation peuvent induire la production de ROS et ainsi
générer une boucle de retour positive [72]. Il est suggeré que le stress oxydant et
I’inflammation constituent des mécanismes homéostatiques/compensatoires maintenant la
balance physiologique tissulaire. Lorsqu’un des mécanismes surcharge chroniquement

I’autre, il y a un débalancement entrainant I’altération des processus physiologiques.
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Une question reste encore non répondue a ce jour a savoir est-ce I’inflammation qui induit la

cascade du stress oxydant ou est-ce le stress oxydant qui induit une réponse inflammatoire?

[70]

I1.2. Les systemes de défenses antioxydants

[1.2.1. Systeme anti oxydant enzymatique

Tableau 4 : différents antioxydants enzymatiques

Enzyme Définition Structure et localisation Référence

Enzymes antioxydants ubiquitaire, | laCu/Zn-SOD1 cytosolique. | [73]
catalyse la dismutation de 1I’O2e- | la Mn-SOD2 | [74]
en peroxyde d’hydrogéne et en | mitochondriale.
oxygene selon laréaction : la Cu/Zn-SOD3

0D O2e- + 2H+ SOD —» 02 + | extracellulaire (secrétée par
H202 les cellules musculaires

lisses).

Est une des quare chane [75]
polypeptidiques, contient quatre [76]
groupes de ferla catalase peut | Peroxysome, mitochondrie

CAT décomposer le peroxyde | et cytoplasme. a I’exception
d’hydrogéne en eau et en oxygéne | des érythrocytes.
selon laréaction suivant :
2H202 + GPx —» 2H20 + 02
La GPx est une sélénoprotéine qui | Le GPx-1 cellulaire. [74]
réduit les peroxydes d’hydrogéne | La GPx-2 gastro-intestinale. | [77]
en eau aux dépens de son substrat | La GPx-3 extracellulaire. [78]
spécifigue, le glutathion réduit | La GPx-4 lié a la

GPx (GSH) selon laréaction suivant : membrane.

2GSH + 2H202 —»
2H20

GSSG +
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I1.2.2.L es systémes antioxydants non enzymatiques :
Ces antioxydants se divisent en deux principales catégories, les endogenes (molécules

issues de la biosynthése), et les exogenes :

I1.2.2.1.L es antioxydants endogenes :
* Glutathion :

Le GSH est un tripeptide impligué dans de nombreux processus au hiveau
intracellulaire, dont il a un réle dans la détoxication des xénobiotiques [79] et dans la
protection des lipides, des protéines et des acides nucléiques contre I’oxydation a été bien
établi [80]. Il joue également un réle important dans la régenération d’autres antioxydants

comme |'acrobate. [81]
GSH ++ OH - GSe + H20
2GSe . GSSG

* Acideurique:

L’aide urique est le produit final inerte du metabolisme des purines. U n exceés de
synthése ou un défaut d’élimination urinaire conduit & I’hyperuricémie (augmentation de
teneur en acide urique), qui est liée a I’apparition de plusieurs pathologie telles que le
diabete, I’hypertension et la goute.il est maintenant établi que I’acide urique est un réducteur

puissant des radicaux libre. [82]

L’ acide urique est un piegeur del’0O2, des radicaux peroxyles et hydroxyles (RO2eet
HOe), de I’0zone et de HCIO. La réaction de I’acide urique avec ces ROS génere des radicaux
moins réactifs que HOe. [83]
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11.2.2.2. Les antioxydants exogenes

a- LavitamineE

CH3
KO
B h P
’CHz'Cﬂz"Cﬂz'CH"CHZ"CHz“CHE'CH'CH2'CH2‘CH2"CH'CH3
e Y th
EHa Vitamina E - o-Tocoferolo

Figure 9: VitamineE. [84]

La vitamine E ou a-tocophérol (a-ToH) est le principa antioxydant de la famille des
tocophérols. [84] Gréce a ce réle, elle assure la protection des membranes cellulaires et
prévient le durcissement des cellules. Elle aide également a maintenir la santé du systéme
immunitaire en protégeant la vie des globules rouges dans la circul ation sanguine. [85]

b- LavitamineC

La vitamine C Appelé aussi I’acide L-ascorbique, c’est un antioxydant hydrosoluble,
qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire, [86] ains que le foie et les
muscles mais avec de faible concentration. [87] Elle peut piéger directement I’anion
superoxide O2e-, le radical hydroxyle HOe, I’oxygene singulet [88,89, 90] et réduit le
peroxyde d’hydrogene en eau via I’acrobate peroxydase. [14] En plus, elle permet la
régénération de la forme non radicalaire de la vitamine E. [88,90] La vit C a notamment un
réle antioxydant au niveau des tissus oculaires, en particulier la rétine, ou elle participe a la
dégradation du I’H202. [91] Elle peut recycler I’a-tocophérol pour aider a prévenir

I’oxydation des lipides. [92]

c- Les composés phénoliques
Les polyphénols sont des pigments végétaux caractérisés par leurs propriétés
antioxydants, [93] Ils sont particulierement présents dans certaines boissons (thé, vin rouge,

biére...) ou fruits et léegumes (agrumes, carottes...). [94]
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11.3. Les polyphénols
11.3.1. Définition

Le terme «polyphénols» est fréguemment utilisé dans le langage courant pour
désigner I'ensemble des composés phénoliques des végétaux. Bien qu'étant trés diversifies, ils
ont tous en commun la présence d'un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles. [95] Ces corps jouent un rdle fondamental car sont des
ééments importants de qualités sensorielles (couleur et caractéres organoleptiques) et
nutritionnelles des végétaux, tels que les légumes, les fruits, les céréales ou les fruits secs,

ainsi que dans les boissons, le café, le cacao ou le thé. [96]

11.3.2. Classe des polyphénols
Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes :
- Les non flavonoides dont les principaux composes sont : les acides phénoliques, les
stilbenes, les lignanes, les lignines et les coumarines. [97]
- Les flavonoides, dont on caractérise principalement : les flavones, flavanones,

flavanals, isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et flavanols. [98]

11.3.2.1. Polyphénols non flavonoidiques
a- Lesacidesphénoliques
L es acides phénoliques, sont des acides aromatiques liés alalignine et des constituants
naturels des parois cellulaires végétales ces acides (notamment les acides ferulosique, p-
coumarique et caféique) lient le polymére de lignine complexe a I’hémicellulose et a la
cellulose dans les plantes. [99] Ils possedent des propriétés antioxydants, antifongiques et

antibactériennes. [100]

RS COOH

R4 R2
R3

Figure 10 : Structure de I’acide benzoique. [101]
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b- Lesstilbenes
Les stilbénes sont des composés naturels présents dans plusieurs familles végétales,
[102] qui font partie d’un groupe tres vaste des polyphénols, celui des dérivés de I’acide

cinnamiqgue (phénylpropanoides). [103]

Les principales sources alimentaires sont le raisin (les graines, la peau, et les tiges) et le vin.
[104]

La structure chimique de base des stilbénes est composée de deux cycles aromatiques

joints par un pont méthylene (C6-C2-C6). Les deux formes isomeéres des stilbénes (cis et

trans) ont des propriétés chimiques et biologiques différentes. [105]

‘ R4 =
Ro el WIS
R2 A2 R4

Figure 11 : structure de base des stilbénes (trans ou cis). [105]

Les stilbénes possédent un large spectre d'effets pharmacol ogiques et thérapeutiques
tels que I'effet anti-épileptique, antioxydant, anticancéreux, les activités anti-athérosclérose.
En plus ils possedent un effet cardioprotecteur, hépatoprotecteurs et des effets
neuroprotecteurs. [106]

c- Leslignanes
Les lignanes (Figurel2) répondent a une représentation structurale de type (C6-C3)
L’unité (C6 - C3) est considérée comme un propylbenzene. Ce sont des composés
phénoliques bioactifs, non-nuitritifs, non caloriques. On les trouve en plus forte concentration

danslelin et les graines de sésame et en faibles concentrations dans les fruits et les |égumes.

[107]

Les lignanes possedent un certain nombre de propriétés utiles pour les humains,
certains protégent contre |'apparition de divers cancers, tandis que dautres sont

antimitotiques, antivirales, antibactériennes, et antifongiques. [108]
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CHs

CHj

Figure 12 : Structure de lignanes. [109]

d- Lescoumarines

Ce sont des composés phénoliques cyclisés [110] portant un noyau benzopyrone dans
leur structure, [111] (Figure 13) qui dérivent des acides t-cinnamique et p-coumarique pour
la majorité d’entre eux. [93] lls sont présentes en quantités plus faibles dans plusieurs plantes
comme le mélilot, la sauge sclarée et lavande. On la trouve aussi dans le midl, le theé vert, etc.
[111]

Ils inhibent la croissance et la sporulation des champignons et autres microorganismes

gui sont pathogenes pour les plantes. [112]

R

R, o >0
Rj

Figure 13 : structure de coumarine. [113]
e Lesxanthones

Les Xanthones (dibenzo-y-pyrones) constituent une classe importante d'hétérocycles
oxygeéenes et se produisent sous forme de métabolites secondaires dans les plantes et les

microorganismes. [114]

La structure chimique d’un xanthone est constituée d’un systéeme cyclique conjugué
compose de carbone 1-4 (cycle aromatique A) et de carbone 5-8 (cycle aromatique B), [115]
et dun systéme a trois anneaux qui contient plusieurs groupes fonctionnels comprenant
I'isopréne, le groupe méthoxy et les groupes phényles, ainsi que des protons aromatiques, des

groupes hydroxyle phénoliques, des protons hydroxyle, et les anneaux dihydrofuranne. [116]
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Ils ont diverses activités biologiques telles qu’antioxydants, inhibiteurs de la
monoamine oxydase, antihypertenseurs, hépatoprotecteurs, antithrombotiques, antifongiques

et anticancéreux. [114]

O

Figure 14 : Structure de xanthone [117].

11.3.2.2 .Lespolyphénols flavonoidiques
a- Lesflavonols

Les flavonols sont caractérisés par la présence d’une double liaison en position 2-3 et
d’un groupement hydroxyle en C3. [118] elles sont les plus abondants dans I’alimentation.
Les composes les plus représentatifs de cette famille sont le kaempferol et la quercétine, cette
derniére est connue pour posséder un trés fort pouvoir antioxydant en raison de sa structure
chimique favorable au piégeage des radicaux libres. Ces flavonols saccumulent & I'extérieur
et les tissus aériens (peau et feuilles) parce que leur biosynthése est Stimulée par la lumiere.
[119]

Figure 15: la structure de flavonal. [132]

b- Lesflavones
Les flavones sont structurellement tres similaire aux flavonols et ne different que par
I'absence d'hydroxylation en position 3 sur le cycle C, et sont principalement représentées
dans I'alimentation par |'apigénine et la lutéoléine, [118] et contrairement aux flavonols, elles
sont moins répandues dans les fruits et les [égumes. [119]
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Figure 16: lastructure de flavone. [132]

c- Lesflavanones

Ces molécules sont caractérisées par I’absence de double liaison en 2, 3 et par la
présence d’un centre d’asymetrie en position 2. [120] Les principaux aglycones sont la
naringénine dans le pamplemousse, I’hespéridine dans I’orange et I’ériodictyol dans le citron.

Laposition 7 est le siege de la glycosylation. [121,122]

Figure 17 : structure chimique de flavanones. [132]
d- Lesisoflavones

Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent
une sous-classe importante et trés distinctive des flavonoides, [123] et contrairement a la
plupart des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle B
fixé a C3 plutét que la position C2. Ils ont une distribution trés limitée dans le régne végétal .
[118]

e Lesanthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments naturels colorés que I’on retrouve dans les plantes
vasculaires, leur aptitude a se solubiliser facilement dans les milieux agueux offre des

possibilités tres larges dans le domaine industriel. Une caractéristique importante de ces
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composés réside dans leur aptitude antioxydant. [124] Les anthocyanes sont stabilisés dans les
plantes par des interactions avec des acides aminés, des tanins, des 4-oxo-flavonoides. [125]

0.

Z

OH

Figure 18 : Structure chimigue des anthocyanidines. [132]
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Figure 19 : Les structures chimiques des principales familles des
flavonoides. [131]

f- Lestanins
Sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM)
compris entre 500 et 3 000 Da, ils ont la propriété de transformer la peau fraiche en un
matériau imputrescible, le cuir. Cette propriété de tannage provient de la création de liaisons

entre les molécules de tannins et | es fibres de collagene de |a peau.

A coté des réactions classiques des phénols, ils présentent la propriété de précipiter les

alcaloides, la gélatine et d’autres protéines. Cette réactivité avec les protéines est a I’origine
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de tannage, [126,127] et ils sont généradement classes en deux groupes. les tannins
hydrolysables (THs) et les tannins condensés (TCs) largement présents dans les diverses

espéces botaniques, notamment chez les végétaux supérieurs. [126]

* Lestaninscondensés
Les tanins condensés sont des polymeéres d’unités flavan-3-ols ou flavan3-4 diol [128]
gui peuvent étre subdivisés en deux groupes ; les procyanidines qui sont des polyméres
d’unité (+) catéchine ou (-) épicatéchine et les prodelphinidines qui sont constituées d’unité
(+) galocatéchine ou (-) eépigallocatéchine. L’existence de plusieurs monomeres et de liaisons
interflavanes entre eux différentes en position C4/C8 et C4/C6 rend difficile I’identification

des oligomeres et des polymeéres pouvant se forme. [129]

* Lestaninshydrolysables
Sont des esters de sucre simple (glucose, xylose principalement)et d’acides
phénoliques.par hydrolyse(acide, alcaline ou enzymatique)les acides phénoliques libérées sont
I’acide gallique ou I’acide ellagique ce qui divise ces tanins en deux sous classes :
» Lestaninsgalliques (galotanins).
» Lestaninsellagique (ellagitanins). [130]

En généra, les THs ont un faible poids moléculaire(PM), mais des couplages
oxydatifs entre THs peuvent produire des polymeéres de PM plus importants. [127]

TANNINS

condensed tannins ‘ ‘ complex tannins ‘ ‘ hydrolyzable tannins ‘

‘ gallotannins H ellagitannins ‘

‘ group A ‘ ‘ group B ‘

Figure 20 : Classification destanins. [132]
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|1.4. Effets biologiques et intér éts des polyphénols
I1.4.1. Polyphénols et activité antioxydant

Cette activité est, sans nul doute, celle qui caractérise le mieux, et avec la plus grande
fréguence, les polyphénols, et en particulier, les flavonoides. [133] IIs peuvent neutraliser les
radicaux libres en donnant un éectron ou un atome d'hydrogéne (Figure 21). Leurs structures
leurs conférent une activité antioxydant auss importante et les groupes hydroxyle des
polyphénols sont bien des donneurs d’atomes d’hydrogénes, ils peuvent réagir avec les
especes réactives de I’oxygene et les especes réactifs de |'azote, enfin de réaction, le cycle de

génération de nouveaux radicaux est interrompu.

ROO + ArOH — = ROOH+ ArQ’

! AN

Alkylperosov Phienol

Figure 21 : illustration d’un mécanisme d’action des polyphénols : la donation d’hydrogene.

Leradical formeé devient moins dangereux. [134]

Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques est également attribué a leur
capacité a chélates les métaux ioniques impliqués dans la production de radicaux libres.

Cependant, les composés phénoliques peuvent agir comme des pros oxydants. [134, 135]

11.4.2. Polyphénols et inflammation

Différentes études menées sur les effets protecteurs des polyphénols ont montré que ceux-ci
diminuaient les marqueurs de I’inflammation et agissaient sur de nombreuses cibles moléculaires
au centre des voies de signalisation de I’inflammation. De nombreuses études ont pu montrer
gue les polyphénols et leurs métabolites agissaient également comme des modulateurs des

voies de signalisation de I’inflammation. [136]
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Figure 22 : Effets biologiques des polyphénols. [96]
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[11.1. Généralité

« Qui a de sauge dans son jardin, n’a pas besoin d’un médecin».
La sauge, Salvia officinalis, de la famille des labiées, auss appelée sauge de Grece, Herbe
sacrée, Grande sauge, Thé de Gréce, Thé de France, Thé d’Europe, Salel, sauge franche, Thé
sacré, (Anglais: sage). Salvia de latin salvare : guérir, sauver. La sauge a la réputation d’étre
de la plante guérisseuse par excellence.

Salvia est une plante annuelle et biannuelle d’origine méditerranéenne de la famille
des labiées, [137] et il existe environ 900 espéces identifiées autour de monde. [138,139] En
Algérie les especes qui en éte déterminées sont dans I’ordre d’une trentaine. [140]

[11.2. Caractéristiques botaniques
I11.2.1. Descriptions mor phologiques

Cette plante vivace a tige ligneuse a la base, formant un buisson dépassant parfois
80cm, rameaux vert-blanchétre. Feuilles assez grandes, épaisses, vert-blanchétres, et

opposées,; fleurs bleu-violacé clair en épis terminaux 1&ches, disposées par 3 a6 en verticilles

espacés. Calice campanulé a5 dents longues et corolle bilabiée supérieure en casque et levre
inférieure trilobée; fruits en forme detétrakenes (hans 2007). [141]

Figure 23: La sauge: feuilles. Figure 24 : Lasauge: fleurs et feuilles
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111.2.2. Classification taxonomique

Lasauge suit la classification suivante: [141]

Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre: Lamiales
Famille: Lamiaceae
Genre: Salvia

Espece: Salviaofficinalis L
111.2.3. Habitat

» Lasauge officinale est originaire du pourtour du bassin méditerranéen.
= Elle pousse dans les zones tempérées; son habitat type se situe dans les pelouses
basophiles méso-méditerranéennes, méso-xérophiles.

= Airederépartition : introduite d’Asie occidentale. [142]

[11.3. Les déférents composants de Salvia. Officinalis.L
111.3.1 Huile essentielle

On sait que Salvia.Officinalis.L . contient un pourcentage é evé d'huile essentielle, cela
peut se référer a la présence de structures glandulaires externes qui produisent de I'huile
volatile.

L'arbme et le parfum de cette espece végétale peuvent se référer a la présence de
I'huile essentielle, qui consiste en un mélange de composés volatils de terpénes a faible poids
moléculaire (principalement des monoterpénes et des sesquiterpénes), des triterpénoides, de

I'acide ursoliques et de |'acide oléanolique.

Récemment, on a constaté que I'huile était riche en monoterpenes oxygenés, sa gamme
variant de 59,43 a 70,68%. Cette huile est compliquée dans sa composition principalement
I'a-thujone, l'a-humuléne, le 1,8-cinéole, I'E- charyophylléne, le camphrel6, le borneol,
I'acétate de bornyle, I'0-pinene, le B-pinéne, I'athujone, la R-thujone, l'eucalyptol et
myrcene. Les études précédentes ont confirmé que la bonne qualité de I'huile de sauge se
rapporte a une quantité élevée de a-et B-thujones épimériques (50% ou plus) et une faible

guantité de camphre (moins de 20%).
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111.3.2. Composeés phénoliques

Salvia. Officinalis. L. est riche en constituants biologiquement actifs qui sont
principalement représentés par des composés polyphénoliques. Ils ont gouté que ces
composés polyphénoliques peuvent étre classés en acides phénoliques et flavonoides, et sont
caractérisés par la présence d'un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou plusieurs groupes
hydroxyle, et pour cette raison, ces composes sont classés comme acides phénoliques,

flavonoides, stilbénes, coumarines et tanins.

- Les acides phénoliques incluant I'acide carnosique et le carnosol, I'acide rosmarénique, le
rosmarenate de méthyle, |'acide caféique, I'acide cinnamique, l'acide chlorogénique,
I'acide quinique et les acides salvianoliques.

- Le flavonoide inclue l'acide ferulique, I’acide ellagique, I’épicatéchine, la rutine,
I'apigénine, la lutéoléine et la quercétine. Ceci éait en plus du luteolin-7-glucoside et

d'autres glycosides phénoliques.

Tous ces composes ont des propriétés thérapeutiques efficaces et utiles dans la santé
humaine. [142, 143,144, 145, 146]

[11.4. Principaux usagestraditionnelle de la sauge
La Sauge officinale est riche en huiles essentielles que I’on extrait par distillation, vu
ses propriétés importantes, elle est I’une des plantes les plus utilisées.

Usage interne (aingérer en gouttes, tisanes ou comprimés)

> Antidiaphorétique (=contre latranspiration) [147]

» En condiment gréace a son fort effet antioxydant (en cuisine) : Cette herbe aromatique
est employée dans la cuisine, pour son goQt puissant, |égerement amer et camphré. [6,
147]

» Les infusions de la sauge sont appliquées pour le traitement de plusieurs maladies de
la circulation sanguine et les troubles digestifs et les problémes du systéme nerveux.
[148]

> Elle est aussi considérée comme un stimulant pour les gens anémiques, aussi pour les

personnes stressees et déprimées, et conseillée pour les étudiants en période d'examen.
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Usage exter ne (en solution)

> Pour usage externe, elle est appliquée en gargarisme contre les inflammations de la
bouche, les abces, et aussi pour le nettoyage et |a cicatrisation des plaies. [137]

> Antiseptique (antiviral, antibactérien)

» antiphlogistique (contre I'inflammation)

Seules les feuilles sont utilisées pour un usage externe. [147]

[11.5. Latoxicologie

D'apres ce que nous savons, il N'y a pas de rapports sur les effets secondaires négatifs
associes a Salvia. Officinalis.L malgré leur utilisation pendant de nombreux siécles.
L'utilisation normale de la sauge est trés siire; Cependant, il pourrait y avoir un effet négatif
sur I’utilisation de S officinalis en quantité excessive, ce qui peut étre causé par le contenu
élevé delathuyone. [144]

L’huile essentielle (HE) de sauge officinalis peut contenir jusqu’a 50% de thuyune qui
peut se révéler épiléptisante et  neurotoxique. Néanmoins, aucunes toxicité aigue ou
chronique n’a été signalée aprés emploi aux doses usuelles des feuilles de sauge et de son

huile essentielle (jusqu’a 15 gouttes par jour).

Cependant, la thuyone provoque non seulement un effet local irritant, mais également
des effets centraux psycho mimétiques, apres sa résorption. Une consommation chronique de
thuyone peut ainsi conduire a des troubles irréversibles du systeme nerveux central, a des
perturbations des fonctions hépatiques, rénal et cardiagues. Dans la mesure ou la quantité de
drogue employée a des fins culinaires reste faible, pour les consommateurs. Une toxicité aigue
apres administration d’une forte dose d’HE (2 g et plus). Ainsi, la consommation réguliére de

sauge, méme sous forme de tisane ne porait pas recommandée. [149]

37




Chapitre |V matériel et méhode

IV.1. Matériel
IV.1.1. Matériel végétal

L’espece sélectionnée « S.officinalis » a été récoltée dans une espace université
mentouri en Mars 2017. La partie aérienne (feuilles, fleurs et tiges) de la plante récoltée a
ensuite été séchée a I’abri de I’humidité et de la lumiére du soleil pendant 1 mois.
Enfin, la plante séche a été pulvérisée au broyeur pour obtenir une poudre fine pour qu’elle

soit préte a I’utilisation.

IV .1.2. Matériel animal

Les rats qui ont été utilisés pour I’étude de I’activité analgésique sont des rats femelles
appartiennent a I’espece Wistar albinors, qui pesent entre 120 et 240 g. I’élevages effectuer au
niveaux de I’animalerie de Chaaba I’université de fréeres Mentouri, a température moyenne ou
égale a 24 -C, avec une humidité relative de 70%. La photopériode est de 12/24 heures. Les

animaux recoivent la nourriture et I’eau a volonté.

IV.1.3.Réactifs chimique

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans I’expérience, parmi ces
produit : FeCl3 (Chlorure ferrique), alcool, méthanol, butanol, eau distillée, chloroforme,
I’Acide sulfurique, AICI3, HCL, Kl , I, acide acétique, FeSO4(Sulfate ferreux), H,O,, acide
saysilique, éhanol, DPPH, BHT(butyle hydroxytoluene), vitamine C , TBARS
(thiobarbiturique acid réactif substance), TCA(trichloracétique), tampon phosphate,
K3Fe(CN)6 (ferricyanure de potassium), indométhacine, formaldéhyde, levure de biére, BSA

(' sérum bovine albumine), Diclofenac sodium.

Parmi I’appareillage utilisé : spectrophotometre UV-visible double faisceau
(JENWAY 6305 UVI/VIS), chambre d’observation uv «  264/3646
nm»(VILBERCOURMAT), Bain Marie (MEMMERT), Etuve universelle de 5a 220 °C avec
ventilation (MEMMERT), Agitateur magnétique (SCILOGEX), Vortex, Balance (OHAUYS),
PH -métre.

1V.2. Mé&hodes
IVV.2.1. Screening phytochimique des extraits végétaux

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(les alcaloides, flavonoides.....etc.) dans notre plante. Le matériel végeétal pulveérise est épuise

successivement par maceération dans des solvants de polarité croissante (chloroforme,
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méthanol, eau). Les tests phytochimique pour les tanins, les alcaloides, les flavonoides, les

saponosides, les composés réducteurs ont été réalisés par différents méthodes.

1V.2.1.1. Mise en évidence destanins

La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) a permis de caractériser les tanins. A 2 ml de
chague extrait nous avons gouté une goutte ou deux de solution alcoolique de chlorure
ferrique a 2%. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le

signe de la présence de tanins. [150]

1V.2.1.2.Mise en évidence des saponosides
Test 1
Pour rechercher les saponosides, nous avons verse, dans un tube a essais, 5 ml de
I’extrait méthanolique et butanolique de la sauge avec 10 ml de I’eau distillée. Le tube
était agité pendant 2 min puis laissé au repos durant 15 min. Une hauteur de mousse

persistante, supérieure a 1 cm indiquait la présence de saponosides.

Test 2

5ml de I’extrait sont mélangés avec 2ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré .une couleur rouge marronne de la couche d’interface indique la présence des
triterpéneshétérosidique. [150]

1V.2.1.3. Mise en évidence des flavonoides:
5 ml des extrait sont traités avec quelques gouttes d’AlCI3 (1%) ; Incubation pendant
10 min a T° ambiante, Mesurer |'absorbance a 430 nm. La présence des flavonoides est

confirmée par I’apparition d’une couleur jaune. [151]

1V.2.1.4.Mise en évidence des alcaloides
On ajoute 5 ml d’HCL (2N) a I’extrait sec, le tout est chauffé au bain marie, puis filtre
le mélange et traité par le réactif de Wagner. (Le réactif de Wagner est préparé comme

suite:

Dans 100 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de Kl et 1.27g d’I2. Le volume obtenu est
ajusté a 100ml avec I’eau distillée). La formation d’un précipité blanc ou brun révele la

présence des alcaloides. [152]
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1V.2.1.5. Mise en évidence des composés réducteurs

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de I’extrait ajouter 5 ml
d’acide acétique contenant des traces de FeCI3 et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces
de FeCl3. La présence des composé réducteurs est confirmé par la formation de deux phases
une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu- vert (acide sulfurique).
[152]

IV.3.Tests antioxydants
In vitro L'activité antioxydant des extraits BES et MES a été testé en utilisant plusieurs

méthodes:

I'V.3.1.Piégeage du radical hydroxyle

Le OH™ est le radical libre extrémement réactif formé dans les systémes biologiques a
Partir d’anion superoxide et le peroxyde d’hydrogene en présence des ions métalliques
Comme le fer et le cuivre suivant la réaction de Haber Weiss. [153] Ce radical possede un
électron libre avec un potentiel de réduction plus élevé (2310 mV) lui permet de réagir avec
les lipides, les protéines, les polypeptides et I’ADN particuliérement la thiamine et la guanine.
[154]

In vitro, la capacité a piéger le radical hydroxyle par les extraits des plantes est basée
sur La réaction de Fenton en mesurant la génération du radical OH™ et son effet sur
I’oxydation et La dégradation de molécules biologiques telles que le désoxyribose de I’ADN.
Pour détecter ce radical le sodium salicylate est ajouté au milieu et la couleur apparait c’est la

couleur rose mais en présence des extraits cette couleur va changer vers la couleur jaune.

Mode opératoire

La méthode de Piégeage du radical hydroxyle adoptée dans cette éude est celle de
Zhong & al., (2010). Avec peu modification. Le mélange réactionnel contient les réactifs
suivants : 1 ml de (9 mm FeSO,) et 1 ml de 0.3% H,0, ,0.5 ml de 9 mm salicylique Acid-
éthanol solution ,1 ml de I’extrait a différentes concentrations. Aprés incubation une 60 min a
37 °C la lecture est effectuée a une longueur d’onde de 510 nm. L’effet scavenger du radical

hydroxyle est calculé selon I’éguation suivent :

Pour centage d’inhibition = [(Ac —At) / Ac] x 100
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La concentration inhibitrice d’OH™ de chaque extrait a é&té par la suite calculée a partir
de I’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de
I’inhibiteur. Elle a été exprimée en mg / ml. [155]

1V.3.2. Piégeage du radical libre DPPH* (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (a,a diphenylB picrylhydrazyle)
fut 'un des premiers radicaux libres utilisés pour éudier la relation structure-activité

antioxydant des composés phénoliques. [156,157] |l possede un éectron non apparié sur un

QP Vg N

NO,

atome du pont d’azote. [158]

Figure 25 : Structure chimique du radical libre DPPHe (2,2 Diphényle-1-Picryl-Hydrazyle)
[158]

Principe

La méthode du DPPHe (diphénylpicryl-hydrayl) est basée sur la réduction de I’espece
radicalaire stable DPPHe en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), qui
aboutit a la formation d’une forme non-radicalaire, le DPPHH (diphényl Picryl-hydrazine).
[159]

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH de couleur violette se réduit en
DPPHH de couleur jaune (Figure 26). [160] La réduction du radical libre DPPH® peut étre
suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm.
[161]
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Figure 26 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 Picryl hydrazyl). [162]

Mode opératoire

Dans le test du DPPH les antioxydants réduisent le diphényl picrylhydrazyl ayant une
couleur violette en un composé jaune, dont l'intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons.
[163]

Pratiguement, une solution méthanolique de DPPH est préparée par solubilisation de
2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol. Un volume de 50 pL des solutions d’extraits
méthanolique et butanolique a différentes concentrations (10, 5, 2,5, 1,25, 0,75, 0,5, 0,25,
0,125mg) et de I’antioxydant de référence (contréle positif), le BHT (hydroxytoluene butyle)
sont ajoutes a 5 ml de DPPH méthanolique. Le melange est laissé a I’obscurité pendant 30
min et la décoloration par rapport au contrdle contenant la solution méthanolique de DPPH
avec un volume de méthanol est mesurée & 517 nm contre un blanc de méthanol. L activité

anti-radicalaire est déterminée selon I’équation suivante: [164]

Pourcentage d’inhibition = [(Ac-At) / Ac] x 100

L’ICs, ou concentration inhibitrice de 50 % est la concentration de I’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% de radical DPPHe. Les ICs, sont calculées graphiquement par les
régressions linéaires des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentrations des fractions testées. [165]
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IV.3.3.Peroxydation lipidique
Principe

La peroxydation lipidique a é&é évaluée par la mesure de la formation de la
malondialdéhyde (MDA), en utilisant la méthode spectrophotométrique simple le TBARS. La
MDA est un produit terminal de I’oxydation des lipides membranaires par les radicaux libres.
La réaction de I’acide thiobarbiturique (TBA) avec la MDA permet la formation d’un

chromophore rouge mesurable a 532 nm. [166,167]

Mode opératoire

On aréalise deux tests:
Test 1

Dans des tubes a essais, on goute 0,5 ml dextrait a différentes concentrations
mélangés avec 0,5 ml dhomogénat de foie et 0,1 ml FeSO, (9 mmol / L) puis 1,25 ml de l'eau
distiliée plus 50ul de H,O, (60 mmol / L), ont été goutés pour initier la peroxydation
lipidique. Incubés a 37 °C pendant 30 min. la peroxydation lipidique dans le surnageant a été
déterminée par addition rapide de 0,5 ml de réactif TCA-TBA (120% p / v dacide
trichloracétique, TCA et 0,7% p/v dacide thiobarbiturique, TBA) au mélange réactionnel,
incubé a 95 °C pendant 15 Min dans un bain d'eau bouillante, et apres refroidissement,
centrifugé a 5000 rpm pendant 10 min. L'absorption de TBARS dans le surnageant a été
enregistrée a 532 nm. Pour le contrdle on utilise tout le mélange avec de I’eau distillée au lieu
de I’extrait. L'effet d'inhibition sur la peroxydation lipidique a été calculé comme suit: [168]

Pourcentage d’inhibition = [(Ac —At) / Ac] x 100

Test 2

L'effet d'inhibiteur de la peroxydation des lipidique a été déterminé par le dosage de
I'acide Thio barbiturique-substances réactives (TBARS) en utilisant Le jaune d'ceuf comme
source riche en lipide.

0,5 ml de I’extrait & différentes concentrations ont été mélangés avec 0,5 ml jaune d'ceuf puis
0,5 ml del'eau digtillée, 0,75 ml d'acide acétique a20% (pH 3,5) et 0,75 ml de 0,7% (p/ v)
de 2-thiobarbiturique acide (TBA) , 50ul FeSO,4 (9 mmol / L) et 50ul de H202 (60 mmol / L)
pour initier la peroxydation lipidique et aprés incubation a 95 °C pendant 1h , puis centrifugé
a 5000 rpm pendant 10 min. L'absorbance de la surnagent a été mesurée a 532 nm. De I'eau
distillée a été utilisée comme contréle. [169]

L'effet d'inhibition sur la peroxydation lipidique a été cal culé comme suit :

Pourcentage d’inhibition = [(Ac —At) / Ac] x 100
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1V.3.4.Test du pouvoir réducteur : (Reducing power assay)
Principe

Ce test est basé sur la transformation de Fe** en Fe?*, en présence d'un antioxydant
(Pextrait de la plante) qui a le pouvoir de céder des électrons. Cette réaction se manifeste par
I'apparition d'un couleur bleu mesurable a 700 nm. Une augmentation de |'absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des composés testés. [170]

Mode opératoire

Un volume égal a 2,5ml de I’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec
2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6.6) et 2,5 ml de ferricyanide de potassium
[K3Fe(CN) 6] (1%). Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 2,5 ml de TCA
(10%) sont additionné au milieu réactionnel. Apres agité et centrifugé a 3000 rpm pendant 10
min; 1,25 ml de I'eau et 250ul de 0,1% FeCl; sont goutés a 1,25 ml de surnagent.

L’absorbance a été mesurée a 700 nm. [171,172]

IV.4. Méthodes d’étude de I’activité analgésique

Au cours de ce travail, trois méthodes différentes sadressant a deux types de douleur
ont été utilisés. L’une de ces méthodes utilise un stimulus par contact, il s'git de la "plaque
chauffante" .I'autre méthode est beaucoup moins classique, la douleur est ici créée par
injection intrapéritonéale (IP) d’'une substance irritante: I’acide acétique ou le formaldéhyde.

IV.4.1. Writhing test
Writhing test est une méthode chimique décrite par Koster & al., (1959) et modifiée
par Collier & a., (1968).

Cette méthode est utilisée pour induire la douleur d'origine périphérique par I'injection

de principes irritants comme |'acide acétique chez le rat.

Principe

L’injection intrapéritonéale de I’acide acétique a 1,2% chez le rat provoque  un
syndrome douloureux qui se traduit par un mouvement d’étirement des pattes postérieures et
des torsions de la musculature dorso-abdominale (spasmes), qui peuvent étre réduites par un
produit antispasmodique.
Protocole opératoire

Quatre lots homogénes de trois rats sont établis et dans chague lot il y a autant de

femdlles.
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Le lot témoin a recu de I’eau distillée, par contre les autres lots ont recu par gavage
I’extrait métanolique 200 mg/kg I’extrait butanolique 200mg/kg et I’indométhacine 25 mg/kg
araison de 10mi/1kg. 30 minutes aprés administration des extraits, les animaux ont regu par
voie intrapéritonéale I’acide acétique 1,2% a raison de 10 ml/kg. Cing minutes apres
I’injection de I’acide acétique. Le nombre de contorsion a été compté chez chaque rat durant
10 minutes. [173]

V.4.2.test de la plague chauffante
Le test de la plague chauffante est initiadlement décrit par Eddy & Leimbach (1953)

vise aévaluer les propriétés anal gésiques éventuel les des molécules.

Principe

Le test est basé sur une plague métallique chauffante thermostat : [50-55°C], sur
laquelle repose un cylindre en verre sans fond, il consiste a placer I'animal dans le cylindre, a
méme la plague chauffante pendant une période en secondes. La variable mesurée dans ce test
est lalatence du ler saut réalise par I'animal, il peut réagir par secouement des pattes, Léchage
des pattes ou sauts d'évitement. Le temps de réaction est une indication de la résistance de
['animal aladouleur et est utilisé pour évaluer |'efficacité de substances analgésiques. [174]
Protocole opératoire:

Les animaux ont été divisés en quatre lots (n = 3 chacun)
Lot 1: témoins.
Lot 2 : traité par BES a dose de 100mg/kg donné par gavage.
Lot 3: traité par MES a dose de 100mg/kg donné par gavage.
Lot 4 : indométhacine 5mg/kg.

Les rats de chague groupe ont éé placés sur la plague chauffante apres administration des

produits. Ensuite, le temps de réaction pour que |'animal lécher la patte ou sauter de la plaque

chauffante a été prise comme la latence. Ceci a été répété apres 30 min, 60 minutes et 90 min de

I'heure exacte donnée. La moyenne des temps de latence a été déterminée a partir des trois rats dans

chague lot. [175]

1V.4.3.Test d’irritation de formaldéhyde
Principe

La méthode utilisée est la méme gue celle décrite par Dubuisson et Dennis (1977) et
modifié par Tjolson & al., (1992).[173,176]
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L’injection d’une substance étrangére de réference, le formaldéhyde, sous
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure d’un rat entraine I’apparition d’un syndrome
douloureux. Les animaux sont placés dans une enceinte qui permet d’observer la patte traitée.
L’ effet anti-nociceptif est évalué suivant les deux phases du syndrome douloureux.
L’administration préventive par voie intrapéritonéale d’un produit analgésique central ou
périphérique réduit de facon significative I’apparition du syndrome douloureux. Les
analgésiques centraux inhibent les deux phases de fagon égale, alors que Les anagésiques

périphérigues inhibent uniquement la seconde phase. [176]

Protocole opératoire
Les rats sont repartis en lots de 3 rats. Les|ots sont les suivants :
- Unlot traité par extrait Butanolique adose 200 mg/kg.
- Unlot traité par extrait méthanolique adose 200 mg/kg.

L’extrait végétal injecté par voie intrapéritonéale aux rats 30 minutes avant I’injection

de formaldéhyde araison de 1ml /100g de poids corporel.
- 30 minutes apres ce traitement on injecte sous le coussinet plantaire de la patte arriere
droite des rats 50 pl d’une solution de formaldéhyde a2,5% puis les rats sont placés en

observation pendant 1 heure.
- Laclassification de la réponse douloureuse est basée sur I’échelle suivante:

0: les rats marchent ou s’appuient fermement sur la patte traitée et ne sentent aucune

douleur.
1: lapatte traitée est partiellement leveée,

2 : lapatte traitée est franchement levée et semble douloureuse.

3: lerat leche, méchonne ou agite la patte traitée et semble avoir mal.

- Les animaux sont placés dans une enceinte qui permet d’observer la patte traitée,
I’effet anti nociceptif est déterminé suivant les deux phases du syndrome douloureux.
La premiére phase de 0 a 5 minutes et |a seconde de 15 a 30 minutes avec une période

intermédiaire de 10 minutes. [173]
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IV.5.Etude de I’activité antipyrétique :
Principe
L’injection intrapéritonéale de la levure de biére a 20% a provoqué une élévation de la

température chez lesrats

Protocole opératoire

16 rats femelles de souche blanche de poids variant entre 150 et 200g et dont les
températures de base sont connues ont éé sélectionné. Les animaux ont é&é mis a jeun
pendant 18h.

La fievre a été provoquée par injection intrapéritonéale d’une solution aqueuse de

levure de biére a 20% a la dose de 10 ml/Kg de poids corporel de I’animal.

A 16h apres I’administration de la levure de biere, la température rectale de chaque

animal a été prise avec un thermometre.

Tous les animaux qui ont présenté une augmentation de température d’environ 1.5°C

ont été sélectionnés et répartis en 4 lots de 4 rats.

Le lot I (ttmoin) a recu de I’eau distillée par voie orale a raison de 10 ml/Kg de poids
corporel de I’animal.
Lelot Il : arecu de I’'indométacine de ladose de (5 mg/Kg).
Lelot Il : aététraité par I’extrait Métanolique (200 mg/Kg).
Lelot 1V : a été traité par I’extrait Butanolique (200 mg/Kg).
Latempérature rectale de chaque rat a é&é mesurée a 1h, 2h, 3h, apres le traitement. [177]

IV.6. Activité anti-inflammatoire
L’activité anti-inflammatoire in vitro d’Extrait méthanolique et butanolique de la
plante médicinadle Salvia officinalis a été effectuée selon la méthode d’inhibition de la

dénaturation des protéines. La méthode consiste a préparé quatre solution.

- La solution d’essai (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum bovine

Albumine (BSA) 5 % et 0,05 ml d’extrait aqueux avec une concentration de 250 pg/ml.

- La solution control test (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 % Et
0,05 ml d’eau distillé.
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- La solution contréle produit (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml d’extrait

aqueux avec une concentration de 250 pg/ml.

- La solution standard test (0,5 ml) compose de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 % et
0,05 ml de la solution de standard diclofenac sodium avec une concentration de 250 pg/ml.

Toutes les solutions au dessus ont été ajustées a pH 6,3 par une solution d’HCI (1N),
les échantillons ont été incubés a 37 ° C pendant 20 min, ensuite la température était
augmentée pour garder les échantillons a 57° ¢ pendant 3 min. Aprés refroidissement des
tubes, 2,5ml de la solution phosphate buffer saline (pH 6,3) a éé gouté aux solutions ci-
dessus, I’absorbance a été mesurée par le spectrophotométre UV -visible a 416 nm, et le
pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines été cal culée comme suit:

Pour centage d’inhibition = [100-(OD of test solution-OD of product control/ OD of test
control)] x 100

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés
avec le Diclofenac sodium (250ug/ml). [178,179]

IV.7. Analyse statistique :

Les études statistiques sont effectuees par I’Excel 2007, Les valeurs d’IC50
(concentration Inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir
dela Courbe [% inhibition = f (concentrations)].
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Le présent travail est basé sur I’étude phytochimique et I’évaluation de [I’activité
analgésique, antioxydant, anti-inflammatoire et antipyrétiqgue de I’extrait butanolique (BES) et

méthanolique (MES) de la partie aérienne de la plante médicinale « Salvia.officinalis.L».

V.1. Testsde mise en évidence de certains composes Phytochimique
Les tests Phytochimiques réalises sur MES et BES révélent la présence de plusieurs

familles de Composeés, dont les résultats sont présentés dans le (T ableau 5).

Tableau 5: Analyse Phytochimique préliminaire de I’extrait agueux de Salvia Officinalis.L.

MES BES
Tanins ++ +++
Saponosides ++ 4+
Flavonoides ++ 4+
Composés réducteurs | ++ +++
Alcaloides + +

Les résultats sont interprétés comme suit: (+) Reéactions positive, (-) Réactions
negatives. L’étude phytochimique de I’extrait MES ET BES a montré que cette plante
contient: des flavonoides, des saponosides, des tannins, des composés réducteurs, et des
alcaloides sels a faible concentration. La richesse de cet extrait en composes chimiques

actives pourrait expliquer son utilisation traditionnelle comme un agent antioxydant,

analgésique et anti-inflammatoire. [180]

V.2. Lestests antioxidants (in vitro)
V.2.1. Piégeage DPPH

Pour étudier I’activité anti radicalaire des extraits de la sauge, nous avons opté pour la
méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable. Dans ce test, les
antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en un composé jaune; dont

I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents dans le milieu a donner des protons. [181]
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Figure 27 : La concentration inhibitrice (IC50) d’extrait BES, MES et de BHT qui inhibent
50 % du Radical DPPH.

Les résultats obtenus (Figure 27) illustrent I’efficacité de I’extrait de la sauge a piéger
le radical DPPH. Les concentrations inhibitrices étaient respectivement : 0,038 + 0,002 pug/ml
et 0,106 +0,002 pg/ml pour I’BES et MES ; supérieurs a celle de I’antioxydant synthétique :
le BHT (IC50 0,0318 + 0,0006ug/ml).

Selon les résultats trouvés, I’extrait BES est doté d’un pouvoir antioxydant modéré

assez proche a celle du BHT, alors que I’extrait MES est inferieur & ce dernier.

L’IC50 est inversement liée & la capacité antioxydant des extraits, car elle exprime la
quantité d’antioxydants requise pour diminuer la concentration du radical libre a50%. Plusla
valeur d’1C50 est basse, plus I’activité antioxydant des extraits est grande. [182]

En présence d’un antioxydant le mécanisme principal d’action est de piéger les
radicaux libres. Les polyphénols contenus dans les extraits sont probablement responsables
de I’activité antioxydant. Ils transfert un proton sur le DPPH de couleur violette provoquant
ainsi une décoloration (couleur jaune) ; dont I’intensité de la couleur jaune refléte la capacité
anti radicalaire de la molécule testée et dépend de la nature, la concentration, et la puissance
de cette molécule. [183]
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Les résultats obtenus par Lima & al; (2007) ont montré que I’IC50 étaient 13,5 +
0,5ug/ml pour I’extrait méthanolique de la sauge et 14,9 + 0,3ug/ml pour I’extrait aqueux.
[184]

Martin & al ; (2015) ont montré que les 1C50 étaient 32,97 + 2,30 pg/ml pour I’extrait
hydrométhanolique et 75,33 £ 4,08 pg/ml pour la décoction. [185]

Grzegorczyk & a ; (2007) ont trouvé que les IC50 étaient : compris entre 18,4 et 81,7

png/ml pour les extraits méthanolique par contre 61,8 pg/ml pour I’extrait acétonique. [186]

V.2.2. Piégeage du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle est capable de réagir avec une large gamme de molécule trouvé
dans les celules vivantes, comme les sucres, les acides aminées, lipides et les nucléotides,
[187] par échange d’électron, addition sur les doubles liaisons ou arrachement d’un atome
d’hydrogene. [188]

Le test de chélation de radicale hydroxyle été estimé selon la méthode de Zhong & al.,
(2010). En présence d’agents chélateurs, la formation de ce complexe est perturbée
aboutissant a une diminution de la couleur rose qui est suivie spéctrophotométriquement.
[179]
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Figure 28 : Piégeage du radical hydroxyle d’extrait MES ; BES.
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La capacité des extraits de la sauge a inhiber I’OH est présentee dans la (Figure 28),
les extraits piegent le radicale hydroxyle d’une maniére dose dépendante, |e taux de piégeage
des extraits variait entre 19,43% pour I’extrait MES & concentration 100mg/kg et 31.65%pour
la concentration de 200mg/kg, alors que I’extrait BES le pourcentage d’inhibition est 22.84%
et 42.14% ala concentration 100mg/kg et 200mg/kg respectivement.

D’apres ces résultats on constate que I’extrait BES a un pouvoir antioxydant supérieur
a celle de I’extraits MES
Les résultats sont accordés avec les études suivantes :

Harsha & a., (2012). Ont montré que le pourcentage d’inhibition pour I’extrait de
Leucas Linifolia a des concentrations 100, 200, 500 ug/ml sont respectivement 40%, 60%,
80%. Et pour I’acide ascorbique a des concentrations 100, 200, 500 pg/ml sont
respectivement 24%, 36%, 72%. [189]

Kumar & a., (2013). Ont montré que : pour I’extrait de A.Cepa :
A 100 pg/ml le pourcentage d’inhibition était 20%.
A 200 pg/ml le pourcentage d’inhibition était 32%.
A 600 pug/ml le pourcentage d’inhibition était 73%.
Et pour la molécule de référence I’acide ascorbique le pourcentage d’inhibition a des
concentrations 100, 200, 600 pg/ml étaient respectivement 34,4%, 52%, 86%. [190]

Kumarappan & al., (2006). On montré que : pour I’extrait de Ichnocarpus Frutescens
(HAE) a concentration 100 pg/kg le pourcentage d’inhibition était 31% et pour 200ug/kg était
63%. Pour la molécule de référence alpha tocophérol le pourcentage d’inhibition était 40%
pour la concentration 100ug/kg et 77% pour 200ug/kg. [191]

V.2.3.Peroxydation deslipides

Test 1 : L'effet dinhibiteur de la peroxydation des lipidique a été déterminé par le
dosage de I'acide Thio barbiturique-substances réactives (TBARS) en utilisant d’ homogénat
de foie des rats comme source riche en lipide.
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Figure 29 : le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique de I’extrait MES
et BES de laplante Salvia. Officinalis.L.

Test 2: L'effet dinhibiteur de la peroxydation des lipidique a été déterminé par le dosage
de I'acide Thio barbiturique-substances réactives (TBARS) en utilisant Le jaune d'ceuf comme

source riche en lipide.

% inhibition

50

45

40

35

30

25 -

20

15

10

44.85+0.32

41.49 £0.26

31.92 + 0.09

= 100 mg/ml

200 mg/ml

5.51+0.38

BES

MES

Figure 30 : le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique de I’extrait MES
et BES de laplante Salvia Officinalis.L.
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La peroxydation lipidigue est une atération oxydante d'acides gras polyinsaturés dans
les membranes cellulaires, qui génére un certain nombre de produit de dégradation. Le MDA
est I'un des produits de la peroxydation lipidique, qui peut réagir avec le TBA. [192]

Dans la présente étude, le systeme de FeSO4-H,O, a été utilisé pour induire la
peroxydation des lipides dans le foie. L'inhibition de la peroxydation lipidique induite par
Fe'? dans des homogénats de (foie, jaune d’ceuf) par des extraits de Salvia.Officinalis est
illustrée dans la (Figure 29,30), les résultats confirme que Fe™ est un initiateur fort de la
peroxydation lipidiqgue comme dga prouvé. L'interaction entre les composés phénoliques de
la sauge et les lipides membranaires peut aider a prévenir la peroxydation lipidique, Car les
antioxydants pourraient étre répartis dans le compartiment lipophile des membranes, I’extrait

BES présentait une forte capacité a réduire la formation induite par Fe* de MDA.

A la concentration de 100 mg/ml de BES I’effet inhibiteur était 53,96% et a la
concentration de 200 mg/ml le pourcentage d’inhibition était 69,42%. Les effets d’inhibition
de la peroxydation lipidique de BES ont augmentés avec I’augmentation des concentrations
simples comme indiqué ala (Figure 29,30). Pour I’extrait MES a concentration 100 mg/ml et
200 mg/ml les effets inhibiteurs était respectivement 12,89% et 37,38%.

D’apres les résultats précedentes, on conclu que la capacité de protéger les membranes
lipidiques contre le processus oxydatifs a été remarquable dans I’extrait BES par rapport a
I’extrait MES.

Ces résultat sont relativement en accord avec les éudes de :
Grzegorczyk & al., (2007) qui ont montré que : les pourcentages d’inhibition de la Salvia
Officinalis a concentration de 100 pg/ml étaient 53-56%, [186] et les résultats de Wu 4.,
(2014) qui ont trouvé que: les effets d’inhibition de W-PTR et A-PTR a concentration de
0,3g/l étaient respectivement 50% et 79% et ala concentration de 0,6 g/l était 85,6% pour W-
PTR. [192]

V.2.4.Reducing power
C’est une méthode de mesure de la puissance des substances de nos extraits a réduire

le Fer Ferrique Fe** en Fer ferreux Fe?*, cette réaction se manifeste par I’apparition de la

couleur bleu mesurable a 700 nm.
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Figure 31 : pouvoir réducteur de extrait MES et BES.

D’apres les résultats présentés dans la (Figure3l), les extraits BES et MES possedent
un bon pouvoir réducteur, dont les valeurs de I’absorbance sont respectivement : 0,763 ;
0,802 pour I’extrait BES et MES a la concentration de 100mg/ml et 0,95 ; 0,927 pour une

concentration de 200mg/ml.

La capacite de réduction de Fer est proportionnelle a I’augmentation de la

concentration des extraits.

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est probablement due a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électrons par conséquent les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants [193].

Les études menées par He & al., (2012) ont trouvé : 0,4 pour I’extrait méthanolique a
concentration de 10pg/ml. [194]

Kalita& a., (2012) ont trouvé : 0,7 pour I’extrait aqueux a concentration de 250ug/ml. [195]
Kumar & al., (2013) ont trouvé : 0,2 pour I’extrait aqueux a concentration de 250ug/ml et 0,8

pour le vit C aconcentration de 250ug/ml. [196]
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V.3.Test analgésiques
V.3.1.Writhing test
Tableau 6 : effet analgésique de I’indométhacine et des extraits BES et MES sur le nombre

de crampes abdominal es induites par I’acide acétique chez les rats.

Groupes Traitements Nombre de crampesabdominales | %]l nhibition
I Témoin 34.7+£25 -
[l BES 200mg/kg 18.66 + 1.15 46.22+ 1.2
1l MES 200mg/kg 6.66 +2.03 80.80+ 3
v Indométhacine 5mg/kg 5.00+£ 0.7 85.89+21

Dans les conditions expérimentales de notre travail, I’injection d’une dose de 1ml/kg

de I’acide acétique a 1,2% par voie IP provoque un symptdme douloureux.

Le mecanisme d’apparition de la douleur résulte d’une Iésion tissulaire responsable
d’une augmentation de la libération de nombreux médiateurs chimiques tels que : I’histamine,
la prostaglandine et la sérotonine, dans le liquide intrapéritonéale, qui vont stimuler les
récepteurs nociceptifs situés au niveau péritonéale. [176]

Chez les rats, les douleurs sont manifestées sous formes de crampes abdominal es.
D’apres les résultats, on trouve que I’acide acétique induit une moyenne de 34,7

crampes comptabilisés au bout de 10 minutes chez le lot témoin.

L’extrait MES et BES a concentration de 200mg/ml et I’indométhacine 5mg/kg
réduisent le nombre des crampes abdominales ; les pourcentages d’inhibition étaient : 46,22%
pour le BES et 80,80% pour le MES, I’indométhacine inhibe la douleur a 85,89%.

Les résultats précédents montrent que le MES est plus ou moins efficace par rapport
au BES.

On a déa confirmé la présence de nombreux composants possedent plusieurs activités
biologiques notables dans notre extrait, ces composants ayants peut étre la capacité d’inhiber

la libération des médiateurs chimiques (tel que: I’histamine), qui sont responsables de

I’apparition du symptdme douloureux.
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Les résultats précédents sont accordés avec les études suivantes :

Soro & al., (2009) ont trouvé que : les pourcentages d’inhibition sont respectivement :
80,8% pour la morphine a 5mg/kg ; 61,1% pour I’extrait de Ximenia americana a 100mg/kg
[173]

Cela montre que I’effet de notre extrait est comparable a celui de la morphine.
Ouedraogo & al., (2012) ont montré que :
- Pour les feuilles de I’extrait de Fabaceae a concentrations de 100 a 600 mg/kg, les
pourcentages d’inhibition étaient de 47,86 a 68%.
- Pour les racines a méme concentrations, les pourcentages d’inhibition étaient de 47% a
73,30%.

Les pourcentages d’inhibition sont proportionnels avec la concentration de I’extrait.
Pour le médicament a 100mg/kg, I’effet inhibiteur était a47,36%. [204]

Ezga & d., (2011) ont montré que::

Pour I’extrait DGE de la plante Dialium guineense(Wild) a concentration de 250 et
500 mg/kg, les pourcentages d’inhibition sont respectivement 8% et 59% et 48% pour

I’aspirine comme molécule de référence a concentration de 400 mg/kg. [205]

V.3.2.Test dela plague chauffante
Tableau 7: effets de I’extrait MES et I’extrait BES de la sauge et I’indométhacine sur la

réponse du rat vis-&vis |atempérature de la plague chaude (55 ¢') dans un temps définit.

temps (secondes)
Groupes Traitement 30min 60min 120min
I Témoin 3,92+ 1,28 3,14+ 1,02 3,01+£0,42
1 MES 200mg/kg 59+0,17 5,26 + 0,24 4,98 £ 0,92
[l BES 200mg/kg 5,07 + 0,98 4,03+ 0,01 4,84 + 0,01
v Indométhacine 5mg/kg | 5,43 + 0,64 598 + 0,70 6,30+ 1,44

Dans cette expérience, on enregistre la réponse du rat vis-a-vis la température de la
plague chauffante réglée 455 ¢ dans un intervalle de temps définit. On a constaté que le rat
témoin aréagi en |échant sa patte aprés une durée de 3,92 secondes, alors que I’animal qui a
subi une injection intrapéritonéale de I’indométhacine n’a pas réagi qu’apres 5,43 secondes et

cette résistance augmente jusqu’aux 3 heurs aprés I’injection.
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Le temps de résistance diminue au cours de 3 heurs chez les rats traités par les extraits
(MES; BES) respectivement :
Aprés 30 minute : (5,9+0,17 ; 5,07+0,98).
Apres 60 minute : (5,26+0,24 ; 4,03£0,01).
Apres 120 minute : (4,98+0,32 ; 4,84+0,01).

On peut donc conclure que les extraits et le médicament ont diminuée I’anxiété chez le
rat, ce qui explique leurs propriétés anal gésiques.
Les résultats sont accordés avec les études suivantes :

Zulfiker & a., (2010) ont montré que: pour I’extrait S.dulcis a 100 mg/kg le temps de
résistance était :

Apres 30 minutes : 3,86s avec pourcentage d’inhibition 35,23%.
Apres 60 minutes : 5,82s avec pourcentage d’inhibition 58,14%.
Apres 120 minutes : 5,13 avec pourcentage d’inhibition 54,78%. [202]

Srivastava & al., (2013) ont montré que : pour I’extrait de Costuspuciosus a dose de

400 mg/kg le temps de résistance était :

Apres 30 minutes: 7,350,325 s. Apres 60 minutes: 9,00+0,171 s. Apres 120
minutes : 14,12+0,355 s.

Et pour le médicament diclofenac a dose de 9 mg/kg le temps de résistance était :

Apres 30 minutes: 10,730,275 s. Apres 60 minutes: 16,67+0,300 s. Aprés 120
minutes : 18,42+0,376 s. [203]
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V.3.3. Test deformaldéhyde

Tableau 8: effets des extraits MES et BES de la sauge sur la douleur introduits par le

formaldéhyde.
1%© phase 2°™ phase

Intensitédela Intensitédela | Inhibition

douleur Inhibition % douleur %

Traitement

Témoin 3 - - -
BES 200mg/kg 2,33+ 0,57 22,33+ 0,57 0,66 + 0,57 78 +0,57
MES 200mg/kg 1,66 + 0,57 44,66 + 0,57 0,33+ 0,57 89 + 0,57
Phénylbutazone 100mg/kg 2,88+0,2 6,66+ 1 1,25+ 0,13 58,33+ 3

L’injection de la solution de formaldéhyde provoque une réponse biphasique :

La premiere phase est déclenchee immédiatement aprés I’injection de la solution de
formaldéhyde, et est caractérisé par la stimulation des fibres C et lalibération de la substance
P et bradykinine ; la seconde phase est due ala douleur inflammatoire locale. [204]

Les extraits MES et BES a dose de 200 mg/kg ont inhibé les 2 phases :

Au cours de la premiere phase (0-5 min), nous observons un faible pourcentage
d’inhibition de la douleur pour les deux extraits, elle est égale a 22,33% pour I’extrait BES et
44,66% pour I’extrait MES.

L’intensité de la douleur des lots traités par les extraits ainsi que le médicament
(phénylbutazone a 100 mg/kg) sont inferieurs a I’intensité de la douleur dans le lot témoin,
elle est égale a 2,33+£0,57 pour I’extrait BES et 1,66+0,2 pour I’extrait MES et 2,8+0,2 pour le

meédicament (phénylbutazone).

Au cours de la deuxiéme phase (15-30 min), nous avons observé un important
pourcentage d’inhibition de la douleur, elle égale a 78% pour I’extrait BES et 89% pour
I’extrait MES et 58,33% pour le médicament.

L’intensité de la douleur diminue au cours de cette phase passe a 0,66+0,57 pour
I’extrait BES et 0,33+£0,57 pour I’extrait MES et 1,25+0,13 pour le phénylbutazone.

D’apres les résultats précédant on conclu que I’extrait MES posséde un effet important

par rapport a I’extrait BES.
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Les résultats sont accordés avec les études suivantes :

Soro & a., (2009) ont montré que pour I’extrait de Ximenia Americana a dose de 100
mg/kg I’intensité de la douleur était 2,8+0,2 avec un pourcentage d’inhibition 6,66% pour la
premiére phase (0-5 min), pour la deuxiéme phase (15-30 min) I’intensité de la douleur était
0,5+0,1 avec une pourcentage d’inhibition 38,33%, et pour la morphine comme molécule de
réféerence a dose de 5 mg/kg I’intensité de la douleur était 0,75+0,1 avec pourcentage
d’inhibition 75% a la premiere phase, pour la deuxieme phase I’intensité de la douleur était
0,75+0,11 avec un pourcentage d’inhibition de 75%. [173]

Kouakou & al., (2010) Ont montré que pour I’extrait de MITRACARPUS SCABER
ZUCC. (RUBIACEAE) a dose de 10 mg/kg, on observe au cours de la premiére phase
I’intensité de la douleur était 2 avec un pourcentage d’inhibition 27,27%. Au cours de la
deuxiéme phase I’intensité de la douleur était 0,05+0,58 avec un pourcentage d’inhibition
98,18+0,58. Pour la molécule de référence Kitoprofene a dose de 10 mg/kg I’intensité de la
douleur était 2,37+0,29 avec un pourcentage d’inhibition 13,81+0,29 pour la premiére phase ;
au cours de la deuxiéme phase I’intensité de la douleur était 1,75+0,5 avec un pourcentage
d’inhibition 6,36+0,5%. [176]

V.4. Test Antipyrétique
Tableau 9 : étude des effets antipyrétiques des extraits de la sauge sur I’hyperthermie induite
par lalevure de biere.

Traitement Températurerectale °C
mg/kg Avant Aprés16h de | Tempsapresletraitement (min)
I’injection I’injection de 60 120 180
delevure levure
Témoin 37,14+ 0,1 38,6+0,11 37,7+ 0,16 - -

BES200mg/kg | 37,18+0,2 39,5+ 0,31 3798+040 | 375+017 | 37,4+0,57

MES200mg/kg | 37,55+04 39,12+ 0,32 38,4+ 0,51 383+ 01 383+0,1

Indométhacine 37,2+0,2 39,2+ 0,41 38,7+0,11 383+0,16 | 38,0+£0,11
5mg/kg

L’injection intra péritonéale de la levure de biere a 20% a provoquée une élévation de
latempérature chez les rats, cette élévation est liée alalibération des cytokines (TNF-a, IL-1,
IL6...) qui ayant atteint les vaisseaux sanguins stimulent la biosynthese des prostaglandines

aux environs du centre hypothalamique thermorégul ateur. [204]
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On a constaté que la température a été réduite au bout de 3 heurs chez les lots traités
par :
- Extrait BES (200 mg/kg) de 37,96 ¢ 437,76 C .
- Extrait MES (200 mg/kg) de 38,4 ¢ 438,03 c’.
- Médicament (indométhacine) (5 mg/kg) de 38,7 438 ¢

L'hyperthermie induite par la levure de biere releverait de mécanismes complexes
mettant en jeu des réactions immunoinflammatoires avec libération des pyrogenes endogenes
et de prostaglandines. Il est fort probable gue I'huile essentielle de la sauge interfere avec la
biosynthese des prostaglandines comme le font les salicylés et les anti-inflammatoires non
stéroidiens. [206]

La présence des flavonoides et des composés phénoliques pourrait étre responsable

des propriétés antipyrétiques observées.
L es résultats sont accordés avec les éudes suivantes :

Tag & al., (2010) Ont montré que les températures pour I’extrait MECEL de la plante
Chloranthus erectus (Buch.-Ham.) & dose de 200 mg/kg étaient Aprés 1 heurs: 37,6 ¢ +0,4.
Aprés 2 heurs : 37,4 ¢ +0,12. Aprés 3 heurs : 37,3c +0,24.

Pour le médicament (paracétamol) 5 mg/kg Aprés 1 heurs 38,3+0,31 ¢’. Aprés 2 heurs
38,4+ 0,7 c. Aprés 3 heurs 38,5 +0,21 ¢ . [207]

Gupta & a., (2014) Ont montré que pour I’extrait CDME-1 de la plante a dose 200
mg/kg la température aprés: 1 heure était 39,02+0,06 et aprés 2 heurs 38,88+0,08 et
38,25+0,05 apres 3 heurs.

Pour I’extrait a dose 400 mg/kg la température était aprés 1 heur 38,98+0,06 et apres 2
heurs 38,85+0,05 et aprés 3 heurs 37,95+0,05. [208]

Srivastava & a., (2013) On montré que pour I’extrait MECS de la plante
a dose 400 mg/kg la température était apres 1 heur 37,77+ 0,140 et aprés 2 heurs 37,47+
0,140 et aprés 3 heurs 37,03+0,103.

Pour le médicament aspirine a dose de 300 mg/kg la température était apres 1 heure
36,95+0,234 et apres 2 heurs 36,72+ 0,204 et apres 36,72+ 0,127. [203]
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V.5. Activité anti-inflammatoire

L’effet anti-inflammatoire de I’extrait de la sauge a été évalué in vitro par
rapport a la dénaturation de BSA ; les résultats sont résumés dans la (Figure
32).

120

100 W EXTRAIT B 100

80 m EXTRAIT B 200

60 m EXTRAIT M 100

% inhibition

40 m EXTRAIT M 200

m DECLOFENAC 0,5
m DECLOFENAC 0,25

Figure 32 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA.

Les résultats actuels ont montrés une inhibition concentration-dépendante de la

dénaturation des protéines par I’extrait.

Les pourcentages d’inhibition étaient : 52,47% et 78,85% pour les extraits BES et
MES a dose de 100mg/ml respectivement ; et 99,18% et 92,10% pour le BES et MES
respectivement a dose de 200mg/ml.

Le Diclofenac sodique a dose de 0,25 mg/ml et 0,5mg/ml, a éé utilise comme
molécule de référence, les pourcentages d’inhibition étaient respectivement 70,43% et
78,60%.

Ces résultats montrent que I’effet anti-inflammatoire de I’extrait a été supérieur a celui

de diclofenac.

La dénaturation des protéines a été provoquee par I’application d’un stress externe : un
composé comme un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant
organique ou avec la chaleur. C’est un processus dans lequel les protéines perdent leurs
structures tertiaires et secondaires ainsi que leurs fonctions biologiques ; ce qui peut conduire

a la production d’auto-antigenes. [197]
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Le mécanisme de la dénaturation peut impliquer une atération de la liaison

électrostatique, hydrogéene, hydrophobe ou disulfure. [198]

L analyse phytochimique préliminaire a révélée la présence de polyphénols,
d’alcaloides, de saponines, de flavonoides, de tannins et de sucres réducteurs ; ces composants
possedent plusieurs propriétés biologiques notables qui sont peut étre a I’origine de I’effet

anti-inflammatoire de I’extrait.

D’apres les résultats précedents, on peut affirmer que les extraits de la sauge étaient
capables de controler la dénaturation des protéines et donc d’inhiber la production d’auto-

antigenes.

Alhakmani & a., (2013) ont montré que I’effet inhibiteur de la fleur de M.oleifera
était . entre 58,16% et 101,5% a concentrations de 100-500ug/ml, et 84,95% pour le
diclofenac a 100ug/ml. [199]

Leelaprakash & al., (2011) ont montré que: I’extrait EAME a concentration de 100-
500ug/ml a un effet inhibiteur de 32% a 71%, et I’aspirine a 10ug/ml a un effet inhibiteur de
68%. L’effet augmente par augmentation de la concentration. [200]

Chandrika & al., (2016) ont montré que I’extrait de Borreria hispida a concentration
de 0,625-10ug/ml a un effet inhibiteur de 14,9% a 89,3%, et le diclofenac a concentration de
0,078 a 1,250 mg/ml a une pourcentage d’inhibition de 39,4% a 95,2%. L’effet inhibiteur est

proportionnel ala concentration de I’extrait. [201]
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Conclusion

L utilisation des plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle africaine dansle
traitement des différentes infections est connue de longue date ; les effets positifs de cette
phytothérapie ne sont plus a démontrer. Cependant, c’est I’empirisme qui est a la base de ces

pratiques.

L’extrait de la plante Salvia.Officinalis a des propriétés analgésiques, antioxydants,
anti-inflammatoire et antipyrétique ; ce qui justifient son usage traditionnel. Ces propriétés
sont probablement liées a la présence de polyphénols, flavonoides et de saponosides mis en

évidence par I’étude phytochimique.

Les tests utilisés in vivo et in vitro peuvent étre utiles pour prédire ces activités
biologiques:
Les résultats obtenus par I’étude analgésique ont montré que les extraits sont doués

d’une activité analgésique importante.

L activité antioxydant des extraits a été évaluee par de nombreux tests in vitro; les
résultats obtenus confirment que I’extrait est doué d’un fort pouvoir antioxydant.
Les tests evaluant I’activité anti-inflammatoire ont montré que la sauge possede un important

effet inhibiteur de la dénaturation des protéines provoquant I’inflammation.

Vu les résultats obtenus a partir de test antipyrétique, I’extrait de la sauge était d’une

efficacité plus ou moins importante de reduire I’hyperthermie induite par la levure de biere.

L'extrait de la sauge congtituerait donc une source avantageuse de médicament

traditionnelle améliorée tres accessible et reviendrait moins cher aux populations.
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Résumé

L’homme s’est toujours donné les moyens de combattre la douleur en utilisant d’abord
les moyens que lui offrent son environnement et en particulier les plantes. La pharmacopée
africaine est riche de milliers de plantes ; elle varie en fonction de son écosystéeme et de son
couvert végétal.

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydant, analgésique,
antipyrétique et anti-inflammatoire de I’extrait buthanolique (BES) et I’extrait méthanolique
(MES) de la plante Salvia.Officinalis.L.

La premiére technique consiste a évaluer I’activité anti-oxydante en utilisant les tests
suivants : Piégeage du radical hydroxyle, DPPH, la peroxydation des lipides et le test du
pouvoir réducteur. L’activité antioxydante de BES et de MES étudiée par la méthode de
DPPH montre une grande activité avec un 1C50 de 0,038 + 0,002 pg/ml et 0,106 £0,002
png/ml respectivement, supérieurs a celle de I’antioxydant synthétique le BHT (IC50 0,0318 +
0,0006pg/ml).

L a deuxieme technique consiste a étudier I’activité analgésique. Elle est évaluée par le
Test du Writhing, test de la plaque chauffante et test d’irritation du formaldéhyde. Les
résultats obtenus montrent que les extraits BES et MES possédent un effet inhibiteur des
crampes abdominal es avec un pourcentage de 46,22% et 80,80% respectivement. Le test de
plaque chaude montre aussi que MES et BES posséde un fort effet anal gésique contre la
chaleur par rapport al’indométhacine pris comme référence.

La troisieme technigue consiste a étudier I’activité antipyretique, en utilisant la levure
de biere comme source de I’hyperthermie. Les résultats obtenus montrent que les extraits
MES et BES possedent une importante activité antipyrétique.

La quatrieme technique consiste a étudier I’activité anti-inflammatoire selon la
méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines et d’apres les résultats obtenus, I’extrait
BES et MES de |a sauge sont dotés d’une forte activité anti-inflammatoire dont les
pourcentages d’inhibition sont : 52,47% et 78,85% respectivement.

Les résultats de ces travaux nous ont permis d’affirmer que I’ensemble des extraits de
la sauge présentent des trés bonnes propriétés antioxydants, analgésique, antipyrétique et anti-
inflammatoire qui pourraient nous permettre de les recommander dans la biotechnologie.

Motsclés: Salvia Officinalis.L, DPPH, antipyrétique, inflammation, activité analgésique.



Abstract

Man has always made efforts to combat pain by first using the means offered by his
environment and more precisely plants. The African Pharmacopoeiais rich in thousands of
plants; they vary according to its ecosystem and vegetation cover.

The objective of this study isto evaluate the antioxidant, analgesic, antipyretic and
anti-inflammatory activity of the butanol extract (BES) and the methanol extract (MES) of the
plant Salvia.Officinalis.L.

The first technique consists of evaluating the antioxidant activity using the following
tests: Hydroxyl radical trapping, DPPH, lipid peroxidation and reducing power test. The
antioxidant activity of BES and MES is studied by the DPPH method and shows a high
activity with an IC50 of 0.038 £ 0.002 ug/ ml and 0.106 + 0.002 pg / ml respectively, which
is higher than that of the synthetic antioxidant BHT ( 1C50 0.0318 + 0.0006ug / ml).

The second technique isto study analgesic activity. It is evaluated by the writhing test,
heating plate test and formaldehyde irritation test. The results obtained show that the BES and
MES extracts have an inhibitory effect on abdominal cramps with a percentage of 46.22% and
80.80%, respectively. The hot plate test also shows that MES and BES have a strong
analgesic effect against heat compared to indomethacin taken as areference.

The third technique is to study antipyretic activity, using brewer's yeast as a source of
hyperthermia. The results obtained show that the extracts MES and BES possess a high
antipyretic activity.

The fourth technique consists in studying the anti-inflammatory activity according to
the method of inhibition of the denaturation of the proteins and according to the results
obtained, the extract BES and MES of the sage are endowed with a strong anti-inflammatory
activity whose inhibition percentages are: 52.47% and 78.85%, respectively.

The results of thiswork allowed usto state that all the extracts of the sage have very
good antioxidant, analgesic, antipyretic and anti-inflammatory properties which could alow
us to recommend them in biotechnol ogy.

Key words: Salvia Officinalis.L , DPPH, antipyretic, inflammation, analgesic activity.
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