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Introduction

Introduction

La quéte de médicaments a partir des sources naturelles est loin d’étre terminée, méme si,
depuis 50 ans, ces investigations se sont couronnées par la découverte d’une foule de
principes actifs, qui s’est ajoutée a I’arsenal thérapeutique. Au début des années soixante-diX,
une nouvelle orientation de la recherche pharmaceutique vers le monde végeétal, incita ’OMS
a reconnaitre 1’intérét des médecines traditionnelles. L’analyse attentive de I’information
ethnobotanique montre que plus de 60% des médicaments qui achalandent le marché mondial,

sont directement ou indirectement d’origine naturelle (EI-Hilaly, 2004).

Dans les pays du tiers monde, la phytothérapie occupe encore une place importante. La flore
de ces pays reste assurément riche et prometteuse, tant dans la perspective de découvrir de
nouvelles especes botaniques que de trouver de nouvelles molécules ayant une activité

thérapeutique, pour la mise au point de nouveaux médicaments (Abou EI-Ela, 1990).

Beaucoup de métabolites secondaires sont également important pour notre alimentation (go0t,
couleur), alors que d’autres comme les alcaloides, anthocyanines, flavonoides, quinines,
lignines, les stéroides et les terpenoides ont une application commerciale dans les domaines
pharmaceutiques et biomédicaux et font partie des drogues, colorants, ardbmes, parfums et des
insecticides (Teixeira da Silva, 2004).

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa position
biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I'Afrique sub-saharienne.
La flore algérienne est potentiellement riche, en especes médicinales (Pathak et Khanna,
1987). Dans ce contexte, nous avons exploré le potentiel biologique des extraits
hydroalcooliques de certaines plantes largement disponibles en Algérie ; Ajuga iva |,

Marribium vulgare , Zizyphus jujuba, Teucrium pollium .

Le présent travail est une contribution d’une étude phytochimique et biologique d’Ajuga iva,
Marribium vulgare, Zizyphus jujuba, Teucrium pollium, il s’inscrit dans le cadre de la

valorisation des plantes médicinales et se fixe comme objectif sur :

-Extraction et caractérisation du profil en composes phénoliques des extraits des plantes

étudiées ;
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- Evaluation in vitro du potentiel antioxydant sur un modéle expérimental (FRAP) des extraits
des plantes étudiées ;

- Evaluation in vivo d’effet analgésique, d’extrait a forte teneur en composés phénoliques ;

Le présent travail est organisé comme suite :

La premiére partie du manuscrit traite des donnés bibliographiques regroupant dans un
premier chapitre les aspects botaniques, taxonomiques et pharmacologiques sur les espéces
étudiées. Un deuxiéme chapitre s’intéresse aux composes phénoliques, leurs classifications,
leurs biosynthéses, et propriétés pharmacologiques. La deuxiéme partie est organisée en deux
sous parties ; la premiere sous partie présente le matériel et les méthodes, alors que la seconde
sous partie englobe les principaux résultats obtenus et leur discussion. Le manuscrit se
termine par une conclusion générale qui permettra de dégager quelques perspectives de

prolongement a ce travail, les références bibliographiques et une partie annexe.
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Chapitre I : Synthese bibliographique sur les plantes étudiées
1/ Ajugaiva
1.1 / Description botanique d’Ajuga iva

Une espece végétale vivace de 5 a 20 cm de longueur, aromatique, de 8-20 c¢cm, ligneuse a la
base, velue-blanchatre, a odeur de musc. A tiges vertes rampantes et veules, a feuilles vertes de
14 a 25 mm de longueur, linéaire, denses et couvertes de duvets. Les fleurs généralement
violettes ou rose pale de 20 mm de longueur. Toute la plante est velue, y compris la base de la
fleur et des étamines. La base de la tige est ligneuse. Le fruit est un akéne, alors que les graines
sont marron (Halimi,2004). Cette espece est appelée par plusieurs noms vernaculaires : Ivette,
Petit if, L’ivette musquée, Bugle en francais et Musky Bugle en anglais. Le nom vernaculaire en
Algérie est "Chendgoura” (Taleb-Senouci et al., 2009).

Figurel : Aspect morphologique d’Ajuga iva

1.2 / Classifications Systématique

Le genre Ajuga appartient a la famille des Lamiacées avec plus de 301 espéces différentes (Zafar
et Badida, 2009). D’apres la nouvelle classification de (Dupont et Guignard, 2012) Ajuga iva est
classée comme suite (tableau I) :
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Tableau I : Classification d’Ajuga iva

Regne Plantae
Embranchement Embryophytes
Sous Trachéophytes
Embranchement

Super Classe Spermaphytes
Classe Angiospermes
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Ajuga

Espece Ajuga iva

1.3/ Distribution géographique d’Ajuga iva

La plante Ajuga iva se développe dans le sol profond des terres fraiches, la floraison de la plante
est étendue d’avril a octobre, pousse a une altitude de 0 a 1600 metres, dans les régions arides ou
elle croit dans les champs. Elle est trés répandue dans la région méditerranéenne, telles les

pelouses et les foréts algériennes (Baba Aissa, 2000).

Cette plante est largement distribuée dans les régions arides d’Europe, d’Asie, d’Afrique et
d’Australie. En Algérie, elle est trés abondante dans 1’étage bioclimatique aride et semi aride
(Djelfa, Médéa...). Observée méme dans une zone sub-humide a variante chaude, dans la réserve

de chasse de Zéralda sur des talus caillouteux des pistes, a des altitudes variantes entre 0 a 200 m.

1.4 / Utilisation d’Ajuga iva

Elle est considérée parmi les especes les plus utilisees en medecine traditionnelle. C'est une
plante astringente, qui asseche les écoulements et qui facilite la cicatrisation. Elle est

recommandée aussi pour guérir les ulceres, les plaies et les blessures, car elle détruit les microbes
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Et empéche leur prolifération. Elle se comporte comme un antiseptique. Enfin, elle agit contre les
rhumatismes en calmant les douleurs (Miara et al., 2017). Cette plante est indiquée dans le
traitement de la goutte et des rhumatismes ; c'est un antispasmodique et diurétique ; on emploie
ses tiges feuillées seches sous forme d'infusions en cas de maux de téte, des reins et de la vessie.
On l'utilise avantageusement, aussi, contre les affections fébriles, comme la grippe ; car c'est un
excellent stimulant général de I'organisme. Elle est fébrifuge et tonique. Elle peut étre prise pour
les troubles mineurs (Allali et al., 2008).

1.5/ Composition chimique d’Ajuga iva

La plupart des plantes contiennent les composés polyphénoliques, qui sont les
meilleurs antioxydants (Rice-Evans et al., 1997). Les flavonoides et les tannins se trouvent en
grande quantité dans 1I’Ajuga iva (El Hilaly et al., 2004). Elle contient aussi les anthocyanes,
les acides phénoliques et d’autres substances en particulier 1’ajugarine (Halimi., 2004). Des
études ont montré que I’ivette contient les trois majeurs ecdystéroides (makisterone A, 20-
hydroxyecdysone et cyasterone), en plus du 24,28-dehydromakisterone A et les deux nouveau
phytoecdystéroides (22-oxocyasterone et 24,25-dehydroprecyasterone).

Elle contientaussi le 2-deoxy-20-hydroxyecdysone, le polypodine B et le 14,15-
dihydroajugapitine (Wessner et al., 1992). (Ben Jannet et al., 1999) ont isolés les ivaides A, B et
C d’4juga iva. Les cicatrisants (externes), les diterpénoides (clérodane), les iridoides
et saponosides sont aussi des composés chimiques que les chercheurs les trouvent dans I’Ajuga
iva (Ben Jannet et al., 2000).

2/ Marrubium vulgar

2.1/ Description botanique de Marrubium vulgare

Une plante vivace de 30-80 cm, tomenteuse-blanchatre, a odeur pénétrante de hauteur et qui
présente une légére ressemblance avec la menthe. Les tiges épaisses, simples ou peu rameuses,

droites ou légérement couchées a la base, blanches et cotonneuses. Feuilles pétiolées, ovales-
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Orbiculaires, en coeur ou en coin a la base, irrégulierement crénelées, ridées, tomenteuses, vertes en
dessus. Les fleurs sont  petitesblanches, 12 a 15 mm de long,
en verticilles axillaires nombreux, multiflores, trés compacts, espacés sur les tiges, et des rameaux,
et a l'aisselle des feuilles supérieures. Les fruits sont des akénes qui sont quatre petits cachés a la
base du calice persistant. Ils sont lisses et glabres et mdrissent en automne (kaabech, 1990 ;
bellakhdar, 1997). Les noms donnés a la plante sont les suivants : en Algérie est connue par le
nom Marriouth (Quezel et Santa, 1962), Merriwt au Maroc (Bellakhdar, 1997), Marroubia en
Tunisie (Boukef, 1986).

Figure2 : Aspect morphologique de Marribium vulgare

2.2/ Classification systématique

Le genre Marrubium comporte 40 espéces, répandues principalement le long de la méditerranée,
les zones tempérées du continent eurasien et quelques pays d’Amérique Latine (Rigano et al.,

2006). La position systématique de 1’espece Marrubium vulgare est présentée dans le tableau II.
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Tableau Il : Classification de Marribium vulgare

Régne Plantae
Embranchement Angiosperme
Classe Eudicotylédones
Sous classe Gamopétale
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Marrubium
Espéce Marrubium
vulgare

2.3/ Distribution géographique de Marrubium vulgare

La plante Marribium vulgare pousse dans toute I’ Afrique du Nord et presque dans toute 1’Europe,
au centre et au Sud-ouest de 1I’Asie et au Canaries. Elle est naturalisée dans I’Amérique du Nord
et dans I’Amérique du Sud (Bonnier, 1909).

2.4/ Utilisation de Marrubium vulgare

Cette plante possede les propriétés suivantes : tonique amer, expectorant, fluidifiant des
sécrétions bronchiques, dépuratif, cholérétique, diurétique, tonicardiaque, fébrifuge...etc. Les
usages traditionnels de Marrubium vulgare L qui en découlent sont donc nombreux : toux (depuis
I’Egypte ancienne), bronchites, asthme, toxique, rhume (notamment dans la médecine

ayurvédique et la médecine amérindienne)

-Anti-inflammatoire (en particulier inflammation des voies respiratoires), les propriétés anti-

inflammatoires ont été mises en évidence par ( Sahpaz S et al.,2002)

- Désordres intestinaux : propriétés antispasmodiques des fibres musculaires lisses, activité

démontreée par (Schlemper et al., 1996)
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- Choleérétique (augmentation de la sécrétion biliaire). Cette propriété est due a I’acide

marrubique qui est obtenue par ouverture de la fonction lactonique de la marrubine en alcalin

- Arythmie cardiaque : les principes actifs responsables sont 1’acide caféique, I’acide
chlorogénique mais aussi d’autres composants non identifiés (Cowan., 1999). La plantes est

présente pour avoir des effets chronotropes négatifs (Suffy et Vita, 2003)

- Manque d’appétit, diabéte, antimicrobien, diurétique, fievre, régles douloureuses, obésite,

vermifuge et insecticide.
2.5/ Composition chimique de Marrubium vulgare

On retrouve également des saponosides, des flavonoides (Hétérosides flavoniques et
flavonoliques du quercétol, de la lutéoline et de I'apigénine, lactoylflavones, dérivés de l'acide
ursolique), des mucilages, des résines, un peu d'huiles essentielles (alpha-pinéne, campheéne,

limonéne, sabinene, para-cymeéne, para-fenchene,) et des tannins (Dib et al.,2015).

3/ Zizyphus jujuba
3.1/ Description botanique

Zizyphus jujuba est un arbre ou arbuste épineux a croissance lente qui Se trouve soit a 1’état isolé,
soit en peuplements purs qui peut atteindre 3 a 8 m de haut et 50 a 60 cm de diamétre du tronc. Il
est a port arrondi, a ramure tortueuse, a brindilles (effilées, verdatres, souvent épineuse) et a
écorce fissurée (Baa et al., 2001). Les feuilles sont simples, caduques, alternes, trinervées,
courtement pétiolées, ovales et a bords finement dentées. La face supérieure est vert clair tandis
que la face inférieure est vert pale. Les rameaux fleurissent et donnent de petites fleurs jaunes qui
sont disposées en cyme. Le fruit est une drupe charnue ovoide qui ressemble a une belle olive. Il
est d'abord jaune puis rouge a maturité ; sa pulpe est sucrée, gélatineuse et a saveur fade (Hamedi
et al., 2015). Le jujube se flétrit pour atteindre la consistance et le golt d’une datte, d’ou son

surnom de datte chinoise (Akhter et al., 2013). Les francophones de I'océan Indien nomment


https://fr.wikipedia.org/wiki/Océan_Indien

Synthese bibliographique

Ce jujubier pomme malcadi, pomme surette, petit pomme gingeolier, ou dindoulier. Au Maroc,
les Berberes du Moyen-Atlas le nomment azoggar et les arabes le nomment zefzouf (Béa et al.,
2001).

Figure 3 : Aspect morphologique de Ziziphus jujuba

3.2/ Classification systématique

Zizyphus jujube, appartient a la famille des Rhamnaceae. Cette famille comprend environ 135-
170 espéces de Zizyphus. En tant que plante tropicale et subtropicale, pousse généralement dans
les pays arides et semi-arides (Akhter et al., 2013). La classification de Ziziphus jujuba est
complexe, ce qui a laissé les auteurs a attribué les mémes nominations a cette espéce. Mais

actuellement, la classification adoptée est celle de (Laamouri, 2009).
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Tableau I11 : Classification de Ziziphus jujuba
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Sous classe Dicotylédones
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnacées
Genre Ziziphus
Espéce Ziziphus jujuba

3.3/ Distribution géographique de Zizyphus jujuba

Cette plante est a usages multiples et présentes un intérét écologique indéniable, car elle est
capable de se développer sur tout type de sol, dont le systeme racinaire puissant explore les sols
en profondeur. Le genre Ziziphus occupe une vaste aire de répartition allant du continent
asiatique en passant par le bassin méditerranéen jusqu'a atteindre le continent américain, il s'avére
d’étre d'une grande importance du point de vue environnemental et socio- économique (Baa et
al., 2001). Les especes fruitieres de Zizyphus jujuba a grand potentiel de sélection, introduites
dans plus de 30 pays et représentent des exemples extraordinaires de plantes pérennes a divers
usages dans les zones arides et semi-arides voire méme désertiques de presque tous les continents
grace a leurs capacités de résistance a la sécheresse et leurs mécanismes physiologiques et

morphologiques d’adaptation (Laamouri et al., 2008).
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3.4/ Utilisation de Ziziphus jujuba

Les fruits secs du jujubier sont fréquemment utilisés contre les maladies immunitaires et anti-
infectieuses. lls présentent plusieurs activités biologiques antimicrobiennes et anti-HIV (Guo et
al.,2010). Ces jujubes sont aussi utilisés traditionnellement dans la pharmacopée pour
ses propriéteés antalgiques, antiinflammatoires, bronchodilatatrices et ils protégent contre les
caries dentaires (Gusakova et al., 1999). llIs sont utilisés dans le traitement des maladies
hépatiques (Yamaoka et al., 1996 ; Guo et al., 2010). Riche en vitamines (A, C et B complexe),
la pulpe est souvent utilisée dans l'industrie pharmaceutique et entre dans la composition de
nombreuses pates pectorales (EI Rhouat, 2002). Elle contient des ingrédients actifs et diminue le
taux du cholestérol (Mood, 2008).

En Chine comme en Corée, cet arbre fruitier produit une grande quantité de fruits délicieux qui
sont recommandés pour le traitement des infections inflammatoires de la gorge, des voies
respiratoires, des inflammations intestinales, urinaires ainsi que pour traiter la constipation (Zhao
et al., 2006). Pulpe est riche en certaines substances nutritives tel que les protéines, le phosphore,

le calcium, le caroténe, etc (Pareek, 2001)

3.5/ Compositions chimiques

Le fruit de Zizyphus jujuba contient 64 a 85% d’eau, 0,4 a 0,73% de matiére minérale, 20 a 32%
de sucres, 0,8 a 2,1% de protides et 0,1 a 0,3% de lipides (Preeti et Tripathi, 2014). La pulpe est
tres riche en glucides ainsi en vitamines A, C (Memona et al., 2013). Aussi le jujube est riche en
polysaccharides et en 18 acides aminées qui ont certains effets sur 1’étre humain (Wang et al.,
2012). Plusieurs études ont affirmé la richesse de jujubier en alcaloides, en flavonoides, en
stérols, en tanins, en saponines et en triterpénoides (Ganachari et al., 2004). En particulier, les
feuilles contiennent des alcaloides différents, y compris la zizyphine jubanine, amphibine, alpha

terpinol, linalol et saponines diverses.

11
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4/ Teucrium pollium

4.1/ Description botanique de Teucrium pollium

C’est un arbrisseau de 20-40 cm de haut, a odeur aromatique, & poils blancs, verts ou jaunatres.
Les tiges sont nombreuses, ligneuses, gréles, élancées, blanches et leurs rameaux sont couverts
par des poils cotonneux. Les feuilles sont petites, linéaires ou linéaires lancéolées, opposées ou
en touffes, a trés court pétiole, entieres ou faiblement crénelées au sommet, de 7 a 27 mm de
long, au bord & 2-5 encoches, plates ou enroulées, bri¢vement tomenteuses, d’un vert cendré en
dessus, blanchatres en dessous. Fleurs blanches rarement purpurines, globuleuses, pédonculées,
capitules de 1cm au plus, nombreuses au sommet des tiges, disposées en panicule, brievement
tomenteuses, s’épanouissent de juin a aolt. Le calice est blanc-tomenteux, atteignant jusqu’a
5mm de long, a 5 dents courtes. La corolle a lobes supérieurs pubescents, environ 5mm de long.
Les étamines a filets roulés en spirale aprés la floraison, insérées sur le tube de la corolle, sont
accompagnées parfois de 2 autres étamines stériles et réduites ; soit 4 en 2 paires souvent inégales
(Quezel et Santa, 1962 ; Coste et Flahault, 1980 ; Bayer et al., 1990). Le fruit est constitué de 4
parties brunes et orné en réseau a sa surface (Puech., 1984). On reconnait plusieurs noms
vernaculaires arabes ou Berbere : Kayatta, Djadda ou Gattaba (Algérie), Timzourin (Berbére-
Algerie), Takmazzut (Touaregs-Algerie), Jaaida (Maroc), Elgaslam et Elhelal (Yémen),
Hachichet elrih (Liban) (Quezel et Santa, 1962).

Figure 4 : Aspect morphologique de Teucrium pollium

12
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4.2/ Classification systématique

Le genre Teucrium est représenté par plus de 340 especes dont 20 se trouvent en Algérie, et 12
Sous espéces qui ont été signalées par (Quezel et Santa, 1962). Teucrium pollium est classé
comme suit :

Tableau IV : Classification de Teucrium pollium

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta
Embranchement | Phanérogames

Sous Angiospermes
embranchement

Classe Dicotylédones/Magnoliopsida
Sous classe Gamopétales /Asteridae
Ordre Tubiflorales/Lamiales
Famille Labiées /Lamiaceae
Genre Teucrium

Espece Teucrium pollium L

4.3/ Distribution géographique de Teucrium pollium

Lcespece Teucrium pollium se trouve abondamment dans le sud ouest de I'Asie, en Europe, et en
nord africain (Hasani et al., 2007). Elle pousse surtout dans les lits pierreux des oueds et dans les
Roches en altitude entre 1200 et 2600 m (Abdallah et Sahki,2004). En Algérie, Elle est abandante
dans 1I’Atlas Saharien, les montagnes du Hoggar, plus rare au Sahara septentrional et au Tassili.
Elle croit sur des lieux arides (Ozenda, 1958 ; Quezel et Santa,1962).

13
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4.4/ Utilisation de Teucirum pollium

L’espéce Teucrium pollium L posséde des propriétés communes aux plantes ameres et
aromatiques, c'est-a-dire qu’elle est tonique, appétitive, fébrifuge, vermifuge et carminatif. Elle
combat la paresse de I’ensemble du tube digestif et celle du foie, on 1’utilise dans les maladies de
I’estomac, les bronchites chroniques, les troubles de digestion et les douleurs abdominales.
(Rajabalian, 2008). Depuis longtemps, on 1’utilise en infusion, pour combattre la goutte, les
rhumatismes, la fiévre, la bronchite chronique et les mucosités abondantes. En bain de bouche,
elle soigne les gingivites, et en lotion, elle accélére la cicatrisation des blessures (Debuigne, 1972
; Gharaibeh et al., 1988).

4.5/ Composition chimique de Teucrium pollium

L’espéce Teucrium pollium (Lamiacée) a fait I'objet de plusieurs enquétes dans le dernier 30 ans,
il a été démontré gu'elle contient différentes classes de composés tels que les esters d'acides gras,
diterpenes, les monoterpénes, sesquiterpenes, des flavonoides et polyphénol. Les Flavonoides qui
ont éte isolées de Teucrium pollium comprennent cirsimaritin, cirsilol, cirsilineol, le 5-hydroxy-6,
7, 3 ', 4'- tetramethoxyflavone, salvigenin, api Genin 5-galloylglucoside, apigenin-7-glucoside,

vicenin-2-et luteolin-7-glucoside (Hasani et al., 2007).
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Partie Il : Synthése bibliographiques sur les composés phénoliques

1/ Introduction

Le terme polyphénol est fréquemment utilisé dans le langage courant et méme dans les articles
scientifiques pour désigner I’ensembles des composés phénoliques des végétaux y compris les
mono, di et polyphénoles dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs
fonctions phénoliques (Macheix et al., 2005). En fait, les composés phénoliques sont issus
géneralement du métabolisme secondaire chez les végétaux. On connait actuellement plusieurs
milliers des composés phénoliques divisés en une dizaine de classes chimiques, qui présentent
tous un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6
carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles OH (Hennebelle et al.,
2004). lls sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance
cellulaire, la rhizogénese, la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et
Charpentier, 2006). D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes
actifs que I'on trouve chez les plantes médicinales. Chez I'nomme, ces molécules traces jouent un
role important en agissant directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et des Iégumes et
leur impact sur la santé des consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre I'apparition

de certains cancers...) (Zeghad, 2009).

2/ Classification des composés phéenoliques

Les composeés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au
moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyle, en plus d'autres constituants

(Salunkhe, 1990). Les polyphénols naturels vont de molécules simples, comme les acides

phénoliques, a des composés hautement polymeérisés comme les tanins.

2.1/ Acides hydroxybenzoiques

v' Sont des dérivés de l'acide benzoique
v Ont une formule de base de type (C6-C1)

v’ Existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides
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v’ Les acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau I :

Tableau V : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni- Manchado et Cheynier, 2006)

Structure R1 R2 R3 R4 Composé
H H H H Acide benzoique
" o on| | e
R, COOH H OH | OH H Acide protocatechique
H OCHs3 | OH H Acide vanillique
h H OH OH OH Acide gallique
H OCH3z | OH | OCHs Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

2. 2 [ Acides hydroxycinnamiques

v’ Dérivé de I’acide cinnamique

v Ont une structure de base de type (C6-C3)

v S’associent souvent avec des molécules organiques

Tableau VI : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni- Manchado et Cheynier, 2006)
Structure R1 | R2 R3 Composé
H H H Acide cinnamique
R COOH H OH H Acide p coumarique
OH | OH H Acide caféique
Ry OCHs | OH H Acide férulique
Rs OCHsz | OH | OCHs Acide sinapique
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2. 3/ Coumarines

Les coumarines sont aussi considerées comme des composes phénoliques ayant une structure de
base de type benzo-2-pyrone (C6-C3) suite a une cyclisation interne de la chaine latérale

(Macheix et al., 2005).

Tableau VII : Principaux coumarines (Macheix et al., 2005)

Structure R6 R7 R8 Composé
. H OH H Umbelliférol
X OH OH H Aescultol
i . _t==o0 OCHzs OH H Scopolétol
OCHs OH OH Fraxétol
" H OH OH Daphnétol

2.4/ Stilbenes (C6-C2-C6)

Les stilbénes sont des composés phénoliques issus du métabolisme secondaire des végétaux,
présentent une structure de type C6-C2-C6 : deux cycles benzéniques reliés par un pont éthylene
(Jean-Denis, 2005). Ces composeés existent sous deux formes ; la forme Cis (obtenue sous action

de la chaleur) et la forme Trans (forme stable et bioactive) (Mérillon et al., 1997).

Tableau V111 : Principaux dérivés de Stilbenes (Jean-Denis, 2005)

Structure R1 R2 R3 Composé
H H H Pinosylvine
H H OH Resvératrol

OH H OH Hydroxyresvératrol

H OH OH Picéatannol

H OH | OCHs Rhapontagénine
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2.5/ Flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans le
regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles, ils constituent un groupe
de plus de 6000 composés naturels du regne vegétal (Ghedira,2005), Ils dérivent de
I’enchainement benzo-y-pyrone et peuvent étre classes selon la nature des différents substituant
presents sur les cycles de la molécule et du degré de saturation (Erlund,2004). En basant sur leur
squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : anthocyanidines,
flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanols, isoflavanols,
flavanones, isoflavanones et aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder et Griinhage, 2003) (tableau
1X).

Tableau IX : Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001 ; Erdman et al., 2007).

Classes Structures chimiques R3’ R4’ | RS’ Exemples
Apigénine

Flavones H OH H
Lutéoline

OH OH H
OH |OCHz:| H Diosmétine
Kaempférol

H OH | H

Flavonols

Quercétine

OH OH H
OH OH OH Myrecétine
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R3'

Flavanols
OH OH H Catéchine
Naringenine
H OH H
Flavanones
OH OH H Eriodictyol
Pelargonidine
H OH H
Anthocyanidines
Cyanidine
OH OH H
Delphénidine
OH OH OH
Rs Rz Ra:
Isoflavones
OH OH OH Genistéine
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H O-Glu | OH Diadézine

2.6/ Tanins

Les tanins sont utilisés depuis 1’antiquité par I’homme pour le traitement des peaux des animaux,
ont une importance économique et écologique considérable et sont responsables de 1’astringence
de nombreux fruits et légumes et des produits qui en sont dérivés. Les tannins sont des formes
phénoliques largement utilisés pour assurer la condensation avec des protéines modeles : gélatine,
albumine, hémoglobine...etc. Il est classique de distinguer deux grands groupes de tannins

différents : les tanins hydrolysables et les tanins condensés.
2.6.1/ Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités de flavan-3-ols, le plus
souvent épicatéchine et catéchine (Khanbabaea et Ree, 2001). Les tanins condensés sont des
molécules hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par

I’absence de sucre (Paris et Hurabielle, 1981).
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Rs
OH
HO. o. o on
c
iR,
Ry

OH

R=H Procyanidol
R=OH Prodelphinidol

Figure 5 : Exemple de structure de tannin condensé (Paris et Hurabielle., 1981)

2.6.2/ Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont facilement
scindés par les enzymes de tannasse en oses et en acide phénol, selon la nature de celui-ci on

distingue : les tanins galliques, et les tanins ellagiques (Paris et Hurabielle, 1981).

A/ Tanins galliques (Gallo tanins) : lls donnent par I'hydrolyse des oses et de I'acide gallique.

B/ Tanins ellagiques (Ellagitanins) : lls sont scindés par les enzymes en oses et en acide

ellagique (Paris et Hurabielle, 1981).
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OH

Q
OH
OH
OH

OH
OH

o OH

OH
OH
Acide gallique

1,2,3,4,6-pentagalloyl-O-D-glucose
Figure 6 : Exemple de structure d’un tannin hydrolysable (Paris et Hurabielle, 1981)
3/ Biosynthese des composés phénoliques

3.1/ Voie d’acide shikimique

C’est la voie de biosynthése des composés aromatiques phénolique C6-C1 (Kening et al., 1995) a
partir de 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate qui proviennent de la dégradation du
glucose par la voie des pentoses phosphate et la glycolyse respectivement. La voie de shikimate,
appelée également la voie de phénylpropanoide (Hoffman, 2003 ; Hoffman et al., 2004) (fig7),
joue un réle critique pour contrbler le métabolisme et conduit a la formation de nombreux
composes phénoliques (Kening et al., 1995). La phenylalanine issue de la voie de shikimate
marque ’entrée a la voie de phénylalanine suite a sa conversion en acide cinnamique Par la
phénylalanine ammonia-lyase (PAL) ce qui constitue ainsi le point de départ de la synthése des
principaux metabolites notamment : les acides phenoliques simples, les flavonoides, les

isoflavonoides, des coumarines, des tanins condenseés et des polymeéres de lignines.
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COOH
PO COOH CHO CHO
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CH, CH,OP OH——H
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Figure 7 : Voie de shikimate (Floss, 1997)
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3.2/ Voie de phénylpropanoide

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine qui fournit en plus des principaux
acides phénoliques simples, coumarines, iso flavonoides, flavonoides, acide salicylique, des
précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second bio polymere le plus important aprés la
cellulose (Hoffman et al., 2004)
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Figure 8 : VVoie de phénylpropanoide (Hoffman et al., 2004)
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3.3/ Voie de biosynthese des flavonoides

2,4,6,4' tetrahydroxy chalcone

Chalcone isomérase

OH
OH
HO,
Flavone synthase (o}

OH (o)
Flavanone : Naringénine Flavone: Apigénine

(2S) flavanone -3 -hydroxylase

OH
OH
HO, o
HO. o -
N Flavonol synthase
OH
OH
OH o
OH (o]
Dihydroflavonol: (2R, 3R) dihydrokaempférol Flavonol: Kaempférol
Dihydroflavonol- 4- réductase
OH OH
HO, .
HO o \\\\\\\©/ o \\\\\\\\\\
N
OH OH
OH
OH OH
Fl1 -3 -ol
Flavan 3,4 diol; Leucoanthocyanidol avan ©
OH OH
HO OL HO. o*
S 3 -O- glycosyl- transférase S
= OH = o Glu
OH OH
Anthocyanidol : Pelargonidol Anthocyanoside : Pélargonidol- 3- O- glucoside

Figure 9 : Voie de biosynthese des flavonoides (Winkel-Shirley, 2001 ; Subsamanian et al.,
2007)
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4/ Propriétés pharmacologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phenoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont tres poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme les
activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective,
antimicrobienne,  antivirale,  antibactérienne,  anticarcinogénique,  anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). Ces actions sont
attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un réle important
dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, pi¢geage de I’oxygene, ou

décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la
phytothérapie et I’hygiene alimentaire (Leong et Shui, 2002). D’apres les études multiples
attestant de I’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention des
maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des
suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure une meilleure conservation
des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans 1’industrie cosmétique, les
composés phénoliques trouvent leur application pratique en luttant contre la production des
radicaux libres néfastes dans la santé et la beauté de la peau. En phytothérapie, méme si certaines
indications sont communes a plusieurs classes (les propriétés vasculo-protectrices, sont par
exemple aussi bien attribuées aux flavonoides qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines,
chaque classe chimique semble étre utilisée pour des bénéfices spécifiques (Hennebelle et al.,
2004).

5/ Propriétés biologiques les flavonoides

De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiées dans le
domaine medical ou on leur reconnait des activités biologiques et pharmaceutiques. Les

flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques.
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5.1/Activité antioxydante

Les flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des especes réactives oxygénées
(Cotelle, 2001). L’action antioxydante de ces phyto-nutriments ne s’exerce pas seulement par
I’inhibition et la désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation
d’enzymes oxydantes et par la chélation des traces d’ions métalliques responsables de la
production de ROS (Linweng, 2006). A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides
sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants, comme le
superoxyde, le peroxyle, 1’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogeéne et le radical
flavonoxy qui en résulte peut réagir avec un autre radical pour former une structure quinone
stable (Heim et al., 2002).

5.2/Activité anti-inflammatoire

Sous I’action de la cyclooxygénase et la lipooxygénase, 1’acide arachidonique (acide gras C20
:4) se métabolise respectivement en prostaglandines + thromboxane et en leucotrienes ;
molécules fortement impliquées dans le processus inflammatoires. In vitro, plusieurs flavonoides
sont capables de modifier le métabolisme de ’acide arachidonique plaquettaire (Galati et al.,
1994). lls ont méme reporté que les effets de la quercétine et la myricétine sont dose dépendants.
A de fortes concentrations, ils inhibent la cyclooxygénase et la lipooxygénase. Cependant a de
faibles concentrations, seule la lipooxygénase est affectée. En outre, d’autres flavonoides tels que
la lutéoline, la moraine, 1’épigénie et les chrysidés agissent principalement sur 1’activité de la

cyclooxygénase (Silva et al., 1994).

5.3/Activité antiallergique

Les flavonoides sont egalement connus pour leurs effets antiallergiques. Ces effets sont attribues
a leur influence sur la production de I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes,

telles que I’AMP cyclique phosphodiestérase et ATPase Ca++-dépendante, responsables de la
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Libération de I’histamine a partir des mastocytes et des basophiles. Par exemple, I’ATPase Ca++-
dépendante dégrade I’ATP produisant ainsi de 1’énergie afin de faciliter 1’absorption du calcium
par les membranes cellulaires, ce qui favorise la libération de 1’histamine stockée dans les
vésicules (Middleton, 1996). En outre, la quercétine exerce un puissant effet inhibiteur, de la
libération d’histamine a partir des mastocytes, supérieur a celui du cromoglycate de sodium
utilisé comme médicament en empéchant la libération de I’histamine et d’autres substances

endogenes qui causent 1’asthme (Middleton, 1996).

5.4/Activité antibactérienne

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur I'usage des antibiotiques.
La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a entrainé la sélection de
souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la découverte de
nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux médicaments a base des
plantes, sous forme de métabolites secondaires dont les composés phénoliques, sont toujours
utilisés dans 1’industrie alimentaire et cosmétique et comme agents antimicrobiens en médecine
populaire. Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhésives microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan,
1999).

5.5/Activité antivirale

La stratégie de recherche d'un composé antiviral consiste a mesurer la réduction de I'infection
virale des cellules en culture, une substance peut agir a différents niveaux du cycle viral : au
niveau de I'adsorption du virus sur la cellule hote, au niveau de la pénétration du virus dans la

cellule hote, -au niveau la de replication du virus et la synthése des protéines virales, au niveau de
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L’assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule hote. L'activité antivirale des flavonoides
contre HIV peut étre liée directement par leurs effets sur les enzymes responsables de son
réplication (HIV-1 reverse transcriptase ou HIV-1 integrase) par railleurs d'autres flavonoides
montraient une activité antivirale contre le virus d'influenza, HIV-1, HIV-2 (Bylka et al., 2004).
Quercetine, apigenine, catéchine et hesperédine sont parmi les flavonoides caractérisés par leurs
propriétés antivirales contre onze types de virus. Les flavonoides aglycones pourvus d’un
groupement hydroxyle libre en C3 ont montré une bonne activité antivirale, les flavanes sont
géneralement plus efficaces que les flavones et les flavanones contre HIV-1 et HIV-2 (Tapas et
al., 2008).
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1/ Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes d’Ajuga iva, Marribium vulgare, Teucrium
pollium et des fruits de Ziziphus jujuba. Tout le matériel végétal sélectionné a été collecté en mai
2017 de la région d’Ain Smara. Aprés séchage a une température ambiante et a 1’abri de la
lumicre solaire, afin de préserver au maximum I’intégrit¢ des molécules, le matériel végétal de

chacune des deux espéces est broyé grossierement dans un moulin électrique.

2/ Méthode d’extraction

Le procédé d'extraction a eté réalise selon la méthode décrite par Babero et al (2008) et Ma et al
(2009). Les poudres des plantes sélectionnées (100 g) ont été extraites par macération par (3x500
ml) de méthanol / eau (70/30) sous agitation magnétique. L'extraction est assistée par ultrasons
(Fisher scientific fb 15046, Leicestershire, Angleterre) pendant 30 minutes a une température
ambiante, avec renouvellement du solvant chaque 24h (pendant 3 jours). Les extraits combinés et
filtrés sur papier filtre ont été concentrés dans un évaporateur rotatif sous vide a une température
<40°C (Buchi R-200, Medellin, Colombia). Le résidu sec est repris par 100 ml d’eau distillée
bouillante. Aprés une décantation de toute une nuit on récupere la phase limpide qui va subir un
affrontement par 1’éther de pétrole dans des ampoules a décanter. La phase aqueuse récupérée est
évaporée a sec puis repris par 10 ml du méthanol, les extraits obtenus sont ensuite stockés a une

basse température (-25°C) jusqu'a analyse.

3/ Caractérisation chimique des extraits
3.1/ Analyses qualitatives par screening phytochimique

Techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques contenus dans un
organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence

des substances chimiques. Les groupes phytochimiques sont nombreux, principaux sont
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Les polyphénols totaux y compris les flavonoides, les anthocyanes, les tannins, les coumarines,

les alcaloides, les saponosides, les stéroides, les stérols, les terpénes.. .etc.
L’interprétation des résultats des criblages s’est faite selon les qualificatifs suivants :
Présence notable +++, Présence modérée ++, Traces+, Absence -

Les extraits d’Ajuga iva, Marribium vulgare, Teucrium polium et Ziziphus jujuba serviront a la

caractérisation des réactions de criblage chimique suivantes :

3.1.1/ Caractérisation des saponines

L'extrait est repris dans 5 ml d'eau distillée, puis introduit dans un tube a essai, puis la solution est
fortement agitée, la formation d'une mousse (hauteur supérieure de 1 ml) stable, persistante

pendant 15 min, indique la présence de saponines (Yves-Alain et al., 2007).
3.1.2/ Caractérisation des flavonoides

Un mélange de quelques copeaux de Mg*? et quelques gouttes d’HCI concentré, placé dans un
tube, est ajouté a 2ml d’extrait. L ’apparition d'une coloration orange ou rouge pourpre indique la

présence des flavonoides (Karumi et al., 2004).
3.1.3/ Caractérisation des Tanins

L'ajout de quelques gouttes de FeCls (2%) a 2ml d’extrait permet de détecter la présence ou non
des tanins. L'apparition d'une coloration bleu noiratre indique la présence de tanins galliques ou

brun verdatre indique la présence de tanins cathéchiques (Dohou et al.,2003).
3.1.4/ Caractérisation des alcaloides

Quelques gouttes d’HCI (50%) ont été rajoutées a 2 ml d'extrait méthanolique, la formation d'un
précipité jaune apres l'ajout de quelques gouttes de réactif de Mayer indique la présence
d'alcaloides (Dohou et al.,2003).
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3.1.5/ Caractérisation des phénols

2 ml de l'extrait méthanolique ont été mélangés avec 2 ml de I'éthanol a 96%. L’ajout de
quelques gouttes de FeCls permet I'apparition d'une coloration indique la présence de phénols
(Igbal et al., 2011).

3.2/ Analyses quantitatives par spectrophotométrie (UV-Visible)

3-2-1/ Dosage des phénols totaux (PT)

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique de Folin Ciocalteu
selon la méthode décrite par (Adesegun et al., 2007). 200ul de I’extrait (avec dilution
convenable) ont été mélangés avec 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu (Dilué 10 fois). Apres 4
minutes d’incubation, 1ml de carbonate de sodium Na>CO3 (75g/1) a été ajouté. Le mélange final
a ¢té¢ incubé pendant 2h dans I’obscurité a température 37C°, 1’absorbance de I’extrait a été
mesuré par spectrophotometre a 760 nm. La teneur des phénols totaux est déterminée a partir
d’une équation de régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage établie avec 1’acide
gallique (0-0,1 mg/ml) et exprimée en milligramme d’équivalent acide gallique par gramme

d’extrait sec (mg EAG/g extrait).

La teneur des phénols totaux est calculée par la formule suivante :
T=C.VIM

T : représente le total des composés polyphénoliques (g Equivalent Acide Gallique/g d’extrait
sec ; g GAE/g d’extrait)

C : concentration des phénols totaux, obtenue a partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml)

V : le volume de I'extrait (ml) M : poids de I’extrait sec (g).
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3.2.2/ Dosage des flavonoides :

La méthode du trichlorure d’aluminium (AlCls) (Ayoola et al., 2008) est utilisée pour déterminer
la teneur en flavonoides totaux dans les extraits des plantes selectionnées. 1 ml de I'échantillon
(préparé dans le méthanol et avec dilution convenable) est ajouté a 1 ml de la solution d'AlCls
(2% dans le méthanol), le mélange est vigoureusement agité. Apres 10 min d'incubation & 37°C et
a D’obscurité, 1'absorbance est lue a 430 nm. La teneur en flavonoides totaux des extraits est

exprimée en mg équivalents quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g extrait sec).

3.2.3/ Dosage des flavonols totaux

La quantification des flavonols a été réalisée par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICl3)
additionné d’une solution d’acétate de sodium (Oyedemi et al., 2010). Pratiquement, 2 ml d’une
solution d’AlClz (2%), et 3 ml d’une solution d’acétate de sodium (50g/1) sont ajoutées a 2 ml
extrait. Les tubes a essais sont ensuite incubés a 20°C a l’obscurit¢ pendant 2h et demi.
L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 440 nm. Une gamme étalon de quercétine (0-

0,1 mg/ml) a été préparée dans les mémes conditions afin de quantifier la teneur des flavonols.
3.2.4/ Dosage des tanins hydrolysables

La quantification des tanins hydrolysables contenus dans les extraits des plantes sélectionnées a
été faite par la méthode décrite par Mole et Waterman in (Gaouar, 2011). Pratiquement, 1 ml
d’extrait a été rajouté a 3,5 ml du réactif au trichlorure ferrique [FeCls (0,01 M), HCI (0,001M)].
Aprés une période de 15 secondes, I’absorbance est mesurée a 660 nm. La teneur des tanins

hydrolysables a été calculée selon la formule suivante :
T=DO*M*V/Emole*P

DO : Densité optique lue a 660 nm

Emole : 2169 de I’acide gallique (constante exprimée en mole)

M : 300

V : Volume d’extrait utilisé¢ (ml)

P : Poids de I’échantillon (Q)
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4/ Evaluation des activités biologiques

4.1/ Activité biologique in vitro (test FRAP)

L’activité réductive de la réduction des ions Fe3* en ions Fe?* FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) des extraits d’Ajuga iva, Marribium vulgare, Teucrium polium et Zizyphus
jujuba est déterminée selon la méthode décrite par Thomas., 2011 basée sur la réduction du Fe®*
présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fe?*. 1ml de I'extrait a différentes concentrations (de 0 a
0,5 mg/ml) est mélange avec 2ml d'une solution tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6) et 2ml d'une
solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain marie a
50°C pendant 20 min puis refroidit a la température ambiante, ensuite, 2ml d'acide
trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, les tubes sont centrifugés a
3000 rmp pendant 10 min, 2ml de surnageant sont mélangés a 2,5ml de I'eau distillée et 2ml
d'une solution de chlorure ferrique a 0,1%. La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se
fait 2 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplagant 1’extrait par de I’eau distillé
qui permet de calibrer 1’appareil (UV-VIS spectrophotometre). Le contrdle positif est représenté
par une solution d'un antioxydant standard ; I'acide ascorbique dont lI'absorbance a été mesuré
dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation de lI'absorbance correspond a

une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

4.2/ Activité biologique in vivo

4.2.1/ Matériel animal

L’étude expérimentale utilisée pour évaluer I’activité analgésique est réalisée sur des rats blancs
de sexe male, Wistar pesant entre 236 et 264 g et agées de 4 a 8 semaines. Les animaux
proviennent de I’institut Pasteur d’Alger, et sont acclimatés au sein de 1’animalerie de la faculté
des Sciences de la Nature et de la Vie (INSV-UC1, Constantine). Les rats sont maintenus dans
des cages en plastique transparentes et aérées, avec acces libre a une alimentation standard. Les
animaux sont soumis a une alternance naturelle du jour et de nuit et maintenues a une
température de laboratoire. Les animaux sont acclimatés pendant 72 heures, et privés de

nourritures 24 heures avant 1’expérience.
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4.2.2/ Activité antalgique (test de torsion)

Le principe de cette activité consiste a déterminer 1’action inhibitrice des extraits sur la douleur

provoquée chez I’animal. Cette douleur a été induite 1’injection d’une substance chimique
(Shankar Uma et al., 2010).

Trois doses (1,0, 2,0, 3,0 g/kg) d’extrait d’Ajuga iva sont administrés par gavage intra-gastrique
(per 0s) aux rats répartis au hasard en cinq lots pour chaque test, chaque lot se compose de trois
rats. Le lot controle positif regoit 1’acide acétyle salicylique a raison de 0,1 g/kg et un lot témoin
recevant par voie intra-gastrique (per os) de I’eau distillée. Les animaux ont été préalablement

mis a jeun de 24 heures avec acces libre a ’eau avant I’expérimentation.

Une injection intra-péritonéale (ip) de I’acide acétique a 1% a été faite une heure apres le
traitement par D’extrait d’Ajuga iva a différentes doses, selon une méthodologie décrite
précédemment (Koster et al., 1959 ; Taber et al., 1969 ; Singh et al., 1996). Aprés un temps de
latence de cing minutes environ, le nombre des crampes est comptabilisé pendant 20 minutes
apres injection de I’acide acétique. Le syndrome douloureux se traduit par des mouvements
d’étirement des pattes postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale appelés

crampes abdominales (fig10) (Sanogo et al., 2006 ; Kouakou et al., 2010).

Figure 10 : Mouvements d’étirement de la patte postérieure et torsion de la musculature dorso-

abdominale (crampes abdominales).
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Des lots homogeénes de rats, en nombre de 3 dans chaque lot, ont été traités comme suit :
-Trois lots ont été traités par chacune des doses suivantes d’extrait d’Ajugaiva : 1, 2 et 3 g/kg ;
-Un lot traité par I’acide acétyle salicylique (0,1 g/kg) ;

-Un lot controle recevant que de 1’eau distillée.

L’activité analgésique est exprimée en pourcentage d’inhibition de la douleur. Celui-ci est déduit

de la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = (N tmoins-N trait¢) /N témoins X100

N wmoin : NOMbre des crampes chez le groupe témoin non traité.
N trait¢ : nombre de crampes chez le groupe traité par 1’extrait d’Ajuga iva ou par I’acide acétyle
salicylique.

Les pourcentages d’inhibition sont exprimés en valeurs moyennes + écart type (n=3). Les
groupes traités par 1’extrait d’Ajuga iva ou par I’acide acétyle salicylique sont comparés par
rapport aux groupes controles utilisant le test de Tukey HSD. La valeur p<0,05 est considérée

comme statistiquement significative.
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Résultats et discussion

1/Caractérisation chimique des extraits

1.1/Criblage phytochimique

Les résultats de 1’analyse phytochimique des extraits d’Ajuga iva et Marrubium vulgare et
Teucrium pollium et Ziziphus jujuba sont décrits dans le tableau X

Tableau X : Résultats du criblage phytochimique

Présence notable (+++), présence modérée (++), traces (+), absence (-)

Ajuga iva Marribium Zizyphus jujuba | Teucrium
vulgare pollium

Flavonoides +++ + + +
Composés

L +++ ++ + ++
phénoliques
Tanins +++ ++ ++ +++
Saponines - + - +++
Alcaloides - - +++ -

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau X, les composés phénoliques, les flavonoides et les
tanins constituent les marqueurs les plus importants chez toutes les especes étudiées ; Ajuga iva et
Marrubium vulgare et Teucrium pollium et Zizyphus jujuba. Ces résultats vont dans le méme sens
que les analyses réalisées par (El Hilaly et al., 2004 ; Rouibi et al., 2012 ; Makni et al., 2013) qui
ont également rapportés la présence des mémes groupes chimiques au niveau des parties

aeriennes des mémes plantes selectionnees.

La non détection des alcaloides chez les espéces sélectionnées a 1’exception de Zizyphus jujuba a
été confirmée par la réaction de Mayer. Ces résultats sont en accord avec les travaux réalisés par
(Taraneh et Asna, 2012) qui montrent que le criblage phytochimique fait sur Zizyphus jujuba a
donné des résultats positifs pour les alcaloides. Les saponines détectées dans les extraits

hydroalcooliques de Marribium vulgar et Teucrium pollium viennent confirmer les travaux de

38



Résultats et discussion

(Djahra Ali Boutlelis, 2014), (Hammoudi et al., 2012) qui ont montré la richesse des ces espéces

en saponines.

1.2/Estimation des contenus en composés phénoliques

Les résultats de I’analyse quantitative des phénols totaux (PT), des flavonoides totaux (FT), des

flavonols (FLT), ainsi que ceux des tanins hydrolysables (TH) sont exprimeés dans le tableau XI

et la figure 11.

Tableau XI : Estimation des contenus en composés phénoliques dans les extraits

Extraits hydroalcooliques des plantes

Ajuga iva Marribium Ziziphus jujuba | Teucrium pollium
vulgare

Phenols totaux | g1 00463.51 | 716.67+15.28 | 826.67122.2%%% | 526.67+46,19%*
(mg GAE/g)
Flavonoides
totaux (mg 523.33+37.86 | 550.00+36.06 | 423.33+23.09% | 840.00+34.64%**
QE/g)
g;‘/’;)”o's (M3 | 500.00+40.00 | 176.6745.77 | 50.00+26.46** | 183.33+15.28
Tanins
hydrolysables 50.25+0.21 | 42.87+1.39 27.66+3.66%* 71.4646.24*
(mg GAE/g)

mg GAE/g : mg d’acide gallique équivalent/ g d’extrait sec, mg QE/g: mg de quercétine équivalent/ g d’extrait

sec. : p<0.05, - 1 p<0.01, - : p<0.0001 ; valeur comparée a ’extrait d’Ajuga iva.
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Figure 11 : Teneurs en composés phénoliques dans les extraits

De la lecture des résultats on peut déduire que les taux des phénols totaux (910.00+63.51mg GAE
gb), flavonols totaux (200.00+40mg QE g*) d’Ajuga iva sont comparables par

a I’extrait de Marribium vulgare et sont significativement plus important (p<0.0001) que celui
de Zizyphus jujuba. Alors que le taux des tanins hydrolysables (50.25+9.21mg GAE g') dans
I’extrait d’Ajuga iva reste important mais comparable a celui de Teucrium pollium
(71.46+6.24mg GAE g') et Marribium vulgare (42.87+1.39 mg GAE g*). A I’opposé Zizyphus
jujuba présente un taux relativement faible, en flavonoides totaux (423.33+23.09 mg QE g'), en
flavonols totaux (50.00+26.46 mg QE g*) et en tanins hydrolysables (27.66+3.66 mg GAE g')
par rapport aux autres extraits. Quant a I’extrait de Marribium vulgare, les taux de phénols
totaux (716.67+15.28 mg GAE g'), flavonoides totaux (550.00+36.06mg QE g*), flavonols
totaux (176.67+5.77mg QE g'), et tanins hydrolysables (42.87+1.39mg CE g'") sont modérés.

On peut conclure a travers 1’évaluation des teneurs en composés phénoliques dans les extraits des
especes étudiées, que ces derniéres peuvent constituer une source potentielle de substances
phénoliques douées d’activités biologiques importantes. Ces résultats sont confortés par d’autres
travaux sur les quatre espéces sélectionnées qui soulignent que Marribium vulgare, Teucrium

pollium et Ajuga iva sont parmi les plantes qui renferment des taux importants en substances
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phenoliques qui pourraient étre mis a profit contre le stress oxydant et les maladies qui en
découlent (Nabyla et al, 2014 ; Hamdi et al., 2017).

2/Evaluation des activités biologiques

2.1/Activité antioxydante (FRAP)

La cinétique de la réduction du fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?) par les extraits de Ajuga

iva, Marribium wvulgare, Ziziphus jujuba et Teucrium pollium ainsi que les concentrations
inhibitrices ECso sont exprimés dans les figures 12 et tableau XII.

17 ——Ajugaiva
0.9
== Marribiumvulgare
0.8
50,7 Ziziphus jujuba
=
S 0.6 == Tentcrinm pollium
-
g 0.5
§ 0.4
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Figure 12 : Cinétique de réduction du fer ferrique (Fe*®)en fer ferreux (Fe*?)par les extraits
hydroalcooliques des plantes.
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Tableau XI1 : Concentration effective (ECso) des extraits des plantes

Especes EC50
Ajuga iva 1.34
Marribiumvulgare 0.47
Ziziphus jujuba 1.68
Teucrium pollium 0.62

La lecture des courbes des cinétiques de réduction de fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?)

(figure 12, tableau XII) montre que :

-Les extraits d’Ajuga iva, Mrribium vulgare, Ziziphus jujuba, et Teucrium pollium possedent un

pouvoir réducteur de fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?) ;

-Les extrait de Marribium vulgare et Teucrium pollium se distinguent des autres extraits par leur

effet réducteur significativement (p<0,0001) supérieur ;

-Un pouvoir réducteur modéré a faible est observé pour les extraits d’Ajuga iva (ECs0=1.34) et
Ziziphus jujuba (ECs0=1.68) respectivement;

-L’Extrait de Marribium vulgare (ECs0=0.47) a enregistré le pouvoir réducteur le plus important,
suivi par ceux de Teucrium pollium (ECs0=0.62), Ajuga iva (ECso= 1.34) et Ziziphus jujuba
(EC50=1.68).

Les résultats obtenus pour 1’extrait de Marribium vulgare ; ’extrait le plus puissant vis-a-vis de
la réduction de fer ferrique (Fe®*") en fer ferreux (Fe?"), sont en contradiction avec les travaux
réalisés par Ghedadba et son équipe (2015) qui ont trouvés que I’extrait de la méme plante
étudiée présent des valeurs de 1’ordre de 3.25+ 0,03. Pour la méme espece la valeur trouvée par
cet auteur représente le double de la valeur trouvé dans notre étude. Cette différence pourrait étre
expliquée par les possibles fluctuations qu’on peut observer dans la composition qualitative et
quantitative d’une méme plante, soumises a des facteurs endogénes (génétique) et exogene

(climatique) (Rice-Evans et al.,1996 ; Van Acker et al., 1996 ; Bahorun et al., 2004).
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2.2/ Activité analgésique

Les résultats concernant 1’effet analgésique (test de torsion) réalisé in vivo, sont exposés dans le
tableau XII1

Tableau X111 : Réduction du nombre de crampes induites par I’acide acétique chez les lots traités

et non traités

GrouDes Affectation Doses Nombre de Pourcentage
b (mg/kg) crampes d’inhibition (%)

Groupe | Contréle - 89.00+13.45 -
Extrait d’Ajuga “m

Groupe |1 iva (1000 mg/kg) 1000 37.67+05.69 57.68+00.03
Extrait d’Ajuga *

Groupe Il iva (2000 mg/kg) 2000 18.00+03.00 79.80+00.97
Extrait d’Ajuga *

Groupe IV iva (3000 mg/kg) 3000 06.00+02.00 92.95+03.21

Acide acétyl
Groupe V salycilique (100 100 18.00+02.00* 79.69+00.99
mg/kg)

Les valeurs sont exprimées en moyennes £ SD (Tukey HSD-test, n=3). * p<0,0001 : par comparaison
au témoin négatif. ™ p<0, 05 : par comparaison a ’acide acétyl salicylique.

Il ressort de la lecture des données que :

-L’effet de I’injection par voie intrapéritonéale de ’acide acétique (1%) provoque au bout d’une

période de 25 minutes une moyenne de campes égales a 89,00+13.45 chez le lot témoin ;

-Le nombre de crampes diminue significativement (p<0,0001) par rapport au contréle, chez les

lots des rats traités avec I’extrait d’Ajuga iva et I’acétyle salicylique ;
-L’effet analgésique provoqué par 1’extrait d’Ajuga iva est dose dépendant ;

-L’effet analgésique provoqué par 1’acide acétyle salicylique a une dose de 100 mg/kg, est

significativement supérieur a celui (p<0.05) de I’extrait d’Ajuga iva a la dose de 1000 mg/kg ;

-Aucune différence significative dans la réduction des contractions n’est observée entre les lots
traités par extrait d’Ajuga iva aux doses 2000 mg/kg et 3000 mg/kg et celui traité par 1’acide

acetyle salicylique a la dose de 100 mg/kg ;
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On peut conclure a travers les résultats obtenus que 1’extrait d’Ajuga iva a exercé un effet
analgésique péripherique significativement (p<0,0001) important par comparaison au groupe
témoin. Les résultats phytochimiques effectués ont permis de mettre en évidence la présence de
nombreux composés phénoliques, notamment des acides phénoliques, des flavonoides. Ces
substances sont douées d’activité antiradicalaire et anti inflammatoire importantes (Saad et al.,
2014). A ce titre, ils peuvent inhiber la production de Prostaglandine par blocage des enzymes
specifiques telles que les cyclooxygénases impliquées dans la genése de la douleur (Negus et al.,
2006 ; Murshid et al., 2014).
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Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et composés naturels
bioactifs, et restent la source prédominante de médicaments pour la majorité de la population
mondiale, en particulier dans les pays en voie de développement ou environ 40 % des

médicaments sont dérivés de la nature.

L'objectif de ce travail consiste a la caractérisation phytochimique, et la détermination des
activités biologiques des extraits hydroalcooliques des parties aériennes d’Ajuga iva, Marribium

vulgare et Teucrium pollium et les fruits de Zizyphus jujuba.

Sur le volet phytochimique, ’analyse par criblage chimique a révélé la richesse des plantes
sélectionnées en métabolites secondaires notamment en composés phénoliques, flavonoides et
tanins dont 1’analyse quantitative a travers 1’évaluation de leurs teneurs a montré qu’Ajuga iva

peut constituer une source potentielle de substances phénoligues bioactives.

Sur le volet biopharmacologique deux activités biologiques ont été étudiées ; une activité
antioxydant par I’utilisation du test FRAP in vitro pour les quatre espéces étudiées qui ont
montrés doués d’un potentiel antioxydant important, et une activité réalisée in vivo sur le model
animal par 1’utilisation du test de torsion en utilisant le model de douleur induite par un stimulus
chimique pour I’Ajuga iva. Cette derniere qui a montré un potentiel analgésique significativement
important (p<0,0001) par rapport au contrdle ce qui suggére que cette plante peut contenir des

phyto-constituants qui suppriment la douleur au niveau périphérigue.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche de
substances de source naturelle biologiquement active. Il serait donc intéressant de mener une
enquéte détaillée sur les extraits des plantes étudiées en vue d’identifier les espéces chimiques ou
les composés responsables des activités biologiques, afin d’envisager la formulation d’un

médicament traditionnel amélioré dans le futur.
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Figure 1 : courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Figure 2: courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 3 : courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonols.
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Résumé

Résumé

Le présent travail vise a 1’étude phytochimique et la détermination de certaines activités
biologiques ; une in vitro et autre in vivo de quatre plantes médicinales de 1’est Algérie ; Ajuga

iva, Marribium vulgare, Zizyphus jujuba, Teucrium pollium

Les tests phytochimiques ont révélés la richesse des extraits hydroalcooliques des plantes
sélectionnées en composés phénoliques, flavonoides et tanins. L’analyse quantitative a travers
I’évaluation des leurs teneurs a montré que les espéces étudiées peuvent constituer une source

potentielle de substances phénoliques bioactives.

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro (FRAP) s’est montré que les extraits
hydroalcooliques d’Ajuga iva, Marribium vulgare, Zizyphus jujuba, Teucrium pollium sont doués
d’un potentiel antioxydant important. Toutefois Ajug iva a été sélectionnée pour une évaluation
de son activité analgésique in vivo sur le model animal par 1’utilisation du test de torsion en
utilisant le model de douleur induite par un stimulus chimique. L’extrait d’Ajuga iva a montré un
potentiel analgésique significativement important (p<0,0001) par rapport au contrble ce qui
suggere que cette plante peut contenir des phyto-constituants qui suppriment la douleur au niveau

périphérique.

Mots clés: Ajuga iva, Marribium vulgare, Zizyphus jujuba, Teucrium pollium, composés

phénoliques, antioxydante, analgésique.



Abstract

Abstract

The present work aimed to the phytochemical study and the determination of some biological
activities (in vitro and in vivo) of four medicinal plants from eastern Algeria; Ajuga iva,

Marribium vulgare, Zizyphus jujuba, Teucrium pollium.

Phytochemical tests have revealed the richness of the hydroalcoholic extracts of selected plants
by phenolic compounds, flavonoids and tannins. Quantitative analysis through the evaluation of
their contents has shown that the studied species can constitute a potential source of bioactive

phenolic substances.

The evaluation of in vitro antioxidant activity (FRAP) has shown that the hydroalcoholic extracts
of Ajuga iva, Marribium vulgare, Zizyphus jujuba and Teucrium pollium demonstrated an
important antioxidant potential. However Ajug iva was selected for an evaluation of its in vivo
analgesic activity on the animal model by the use of the torsion test using the chemical stimulus-

induced pain model.

The extract of Ajuga iva showed a significant analgesic potential (p <0.0001) compared to the
control, suggesting that this plant may contain phyto-constituents that suppress the peripheral

pain.

Key words: Ajuga iva, Marribium vulgare, Zizyphus jujuba, Teucrium pollium, antioxidant

activity, analgesic activity.
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