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Résumé

Le présent travail a pour objectif d’étudier et de comparer 1’activité anti-inflammatoire et

anti-cedémateux des extraits aqueux d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva.

Dans un premier temps, notre étude a montré que I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba
Asso est plus riche en polyphénols (94,50 + 0,33 contre 42.69 £+ 0,99 mg EAG/g EXT et 105,36
+ 0,44 contre 35,62 = 1,33 mg EAT/g EXT) et en flavonoides (31,14 £+ 1,90 contre 23,74 £ 1,21
mg EQUE/g EXT) que I’extrait aqueux d’4juga iva. Ces valeurs sont des bons indices du potentiel
thérapeutique de I’extraites, car beaucoup d’activités biologiques sont intimement li¢es a 1’aspect

quantitatif mais aussi qualitatif de ces biomolécules.

La deuxieéme étape consiste en 1’évaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro par la
méthode d’inhibition de la dénaturation thermique de 1’albumine et le test de protection de la
membrane du globule rouge vis-a-vis du stress osmotique et thermique. Cette ¢tude a montré que
I’extrait aqueux d’Artemisia herba Alba possede une excellente capacité de protéger la BSA contre
la dénaturation thermique (IC50= 136,31+£5,14 pg /ml) par rapport I’extrait aqueux d’A4juga iva
(IC50 = 630,14+ 5,19 pg /ml). De méme, 1’analyse de la protection de la membrane du globule
rouge vis-a-vis du stress osmotique et thermique a montré que ’efficacité de 1’extrait aqueux
d’Artemisia herba alba Asso est supérieure a celle de 1’4juga iva (46,33 +0,31 contre 34,32
+0,84%).

Dans la dernicre étape, 1’étude de I’activité anti-inflammatoire in vivo a révélé une bonne
activité anti-cedémateuse des deux plantes. Chez les témoins négatifs, 1’injection du formol 1%
dans la patte postérieur droite des rats témoins cedémateux provoque un cedéme maximal 3 heures
aprés son injection. Le prétraitement des rats par 1’extrait aqueux d’Ajuga iva a la dose de
200mg/kg a provoqué un effet inhibiteur maximal de I’cedéme de la patte (79,48%) 2 heures apres
I’administration du formol. L’effet inhibiteur maximal de I’extrait d’Artemisia herba alba Asso a

la méme dose (70,56%) a été enregistré a la troisiéme heure.

Ces résultats confirment la validité de I'indication traditionnelle des deux plantes dans le
traitement de plusieurs maladies. Toutefois, de nouvelles études sont nécessaires afin d’identifier
les molécules biologiquement actives pour donner avec précision le/les mécanisme(s)

moléculaire(s) responsable(s) de ces effets.

Les mots clés : Anti-inflammatoire, Anti-cedémateux, Plantes médicinales, Artemisia herba alba

Asso, Ajuga iva.



Abstract:

The purpose of this work is to study and compare the anti-inflammatory and anti-

oedematous activity of the aqueous extracts of Artemisia herba alba Asso and Ajuga iva.

Initially, our study showed that the aqueous extract of Artemisia herba alba Asso is richer
in polyphenols (94.50 = 0.33 versus 42.69 £ 0.99 mg EAG/g EXT and 105.36 £ 0.44 versus
35.62 +1.33 mg EAT/g EXT) and flavonoids (31,14 + 1,90 vs 23,74 + 1,21 mg EQUE/g EXT)
than the aqueous extract of Ajuga iva .These values are good indicators of the therapeutic potential
of the extract, because many biological activities are intimately linked to the quantitative but also

qualitative aspect of these bio molecules.

The second step consists in the evaluation of the anti-inflammatory activity in vitro by the
method of inhibition of thermal denaturation of albumin and the test of protection of the red blood
cell membrane against osmotic and thermal stress. This study showed that the aqueous extract of
Artemisia herba Alba has an excellent ability to protect BSA against thermal denaturing (IC50=
136,31 £+ 5,14 ug/ml) compared to the aqueous extract of 4juga iva (IC50 = 630.14 +5.19
ng/ml).Similarly, the analysis of the protection of the red blood cell membrane against osmotic
and thermal stress showed that the efficiency of the aqueous extract of Artemisia herba alba Asso

is higher than that of Ajuga iva (46.33 £ 0.31 against 34.32 £ 0.84%)).

In the final step, the study of anti-inflammatory activity in vivo revealed good anti-
oedematous activity of both plants. In negative controls, injection of 1% formalin into the right
hind leg of oedematous control rats causes maximum oedema 3 hours after injection. Pre-treatment
of rats with the aqueous extract of Ajuga iva at a dose of 200 mg/kg resulted in a maximum
inhibitory effect of leg oedema (79.48%) 2 hours after formalin administration. The maximum
inhibitory effect of Artemisia herba alba Asso extract at the same dose (70.56%) was recorded at

the third hour.

These results confirm the validity of the traditional indication of the two plants in the
treatment of several diseases. However, further studies are needed to identify biologically active

molecules to accurately identify the molecular mechanism(s) responsible for these effects.

Keywords: Anti-inflammatory, Anti-oedematous, Medicinal plants, Artemisia herba alba Asso,
Ajuga iva.
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INTRODUCTION

L'inflammation est une réponse immunitaire naturelle de 1'organisme a diverses agressions
qui peuvent étre d'origine physique, chimique, biologique ou infectieuse (Ndiaye et al., 2006). Cette
réponse immunitaire protectrice peut étre parfois néfaste du fait de 1’agressivité de l'agent
pathogene, de sa persistance, des anomalies de régulation et de production des cellules intervenant
dans l'inflammation. Ces processus inflammatoires sont impliqués dans 1’apparition d’un grand
nombre de pathologies humaines tel que 1’arthrite, le diabéte, 'asthme, les allergies et le cancer

(Sene, 2016 ; Kouadio Kouakou et al., 2021).

La thérapeutique anti-inflammatoire est destinée a contrdler I’exces de réaction aspécifique
des tissus et a éviter la transformation de la phase aigué de I’inflammation en phase chronique
(Muster, 2005). Ce traitement est souvent basé sur I’apport des anti-inflammatoires, non stéroidiens
(AINS) et des glucocorticoides. Ces molécules bien qu’étant efficaces sont associées a des effets
iatrogenes tels des dommages digestifs (ulceéres gastroduodénaux, sténose, perforation) et des

toxicités rénales (insuffisance rénale aigué, rétention hydrosodée) (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016).

En raison de ces problémes iatrogenes, il est impérieux d’orienter la recherche de nouveaux
agents thérapeutiques anti-inflammatoires vers les plantes médicinales qui constituent une source

potentielle de molécules naturelles anti-inflammatoires (Kouadio Kouakou et al, 2021).

L’Algérie, par la richesse et la diversité de 1’origine de sa flore, constitue un véritable
réservoir phytogénétique, ce qui lui permet d’occuper une place privilégiée parmi les pays
méditerranés qui ont une longue tradition médicale et un savoir-faire traditionnel a base de plantes
médicinales dans diverses pathologies, malgré que rares études s’y sont intéressées (Miara et al,

2013).

L’existence de recettes de la médecine traditionnelle qui se sont révélées positives pour le
traitement des pathologies inflammatoires nous ameéne a nous intéresser a deux especes végétales

d’origines Algériennes.

L’Ajuga iva et I’ Artemisia herba alba Asso sont des plantes médicinales trés abondantes
au Maghreb et au bassin méditerranéen. Leur utilisation en médecine traditionnelle remonte a des
temps lointains. Elles sont connues et utilisées dans le traitement de plusieurs maladies tels
I’hypertension artérielles, les infections diverses, le diabéte, les douleurs rhumatismales, les

troubles gastriques, les inflammations...etc (Mohamed et al., 2010 ; Bouyahya et al., 2020).
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Ce travail vise a étudier I’activité anti-inflammatoire des extraits aqueux des plantes

Artemisia herba alba Asso et Ajuga iva.

Cette étude sera subdivisée en trois parties :

- Une premiére est une synthése bibliographique : Le premier chapitre est consacré a un rappel
sur les différents types d’inflammation. Nous avons ensuite abordé un deuxiéme chapitre sur
les anti-inflammatoires. Dans le troisieéme chapitre, on a abord¢ la place de la phytothérapie
dans le traitement de I’inflammation. Le quatriéme chapitre est consacré a une synthése sur

les espéces végétales étudiées.
- La deuxieéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisés lors du travail expérimental.

- Latroisiéme partie de ce mémoire exposent I’ensemble des résultats obtenus et la discussion.
Elle traite 3 parties :

» Lapremicre sert a I’étude quantitative des polyphénols par le dosage des polyphénols
totaux et des flavonoides.

» La deuxi¢éme sert a I’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire in vitro (Test de la
dénaturation protéique, test d’hémolyse des globules rouges et test de la stabilisation
membranaire).

» La derniére sert a I’étude de I’effet anti-inflammatoire in vivo (anti-cedémateux) par
mesure du volume de I’cedéme chez des rats traités par le formol 1% au niveau de la

patte postérieure droite.

-
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I. INFLAMMATION :
I.1. Définition :

L’inflammation est un moyen de défense naturelle des organismes supérieurs contre toute
agression extérieure provoquée par des facteurs physicochimiques (Irradiations, brulure,
traumatismes mécaniques...), des infections microbiennes (Bactériennes, virales ou parasitaire)
ou liée a des éléments endogenes tels que des composés issus de la réaction immunitaire
(Complexes immuns, anticorps cytotoxiques, cytokines...). Elle a pour but d’éliminer 1’agent

pathogene et réparer les 1ésions tissulaires (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016 ; Taiba et al., 2017).

Tableaul : les factures déclenchant de la réaction inflammatoire (Danowski, 1991).

Origine Factures déclenchant de la réaction inflammatoire

- Agents physiques : Brulures, gelures, radiations, coupures,

piqures ...
Origine exogene

- Agents chimiques : Acides, bases, médicaments.

- Agents biologiques : bactéries, virus, parasites, toxines.

- Microcristaux : Goutte hondrocalcies articulaires, rhumatismes a
. . . hydroxypatites.

Origine endogéne _
- Auto anticorps.

- Libération enzymatique.

L’inflammation se manifeste par des symptdmes plus ou moins pénibles décrits par Celsius
puis par Galien : rougeur, chaleur, douleur, tuméfaction et géne ou impotence fonctionnelle
(Muster, 2005). Ces symptomes peuvent provoquer 1’apparition une asthénie, une anorexie, un
amaigrissement, une fievre, des troubles du sommeil et une cachexie avec font musculaires (Ferhat
et Mehyach, 2017). Face a une telle situation, le traitement de I’inflammation elle-méme prime

souvent pour le médecin sur le traitement de la cause.
1.2. Type d’inflammation :

L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus

inflammatoires :
I.2.1. Inflammation aigue :

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de 1’organisme a un agent agresseur. Sa
durée varie de quelques jours a quelques semaines selon le degré de blessure (Raghavendra et al.,
2015). Ses principales caractéristiques sont 1’exsudation des liquides et protéines plasmatiques

(cedéme) et la migration des leucocytes (principalement des neutrophiles) des vaisseaux sanguins

3.
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vers le site inflammatoire (tissu bless¢) (Raghavendra et al., 2015). L’ immunité innée va jouer un
role dans I’¢élimination directe du pathogéne, mais elle permet également le déclenchement de la
réponse adaptative qui va aider a 1’éradication du danger (Noack et Kolopp-Sarda, 2018). Les
inflammations aigué€s guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des

séquelles si la destruction tissulaire est importante.
La réponse inflammatoire aigu€ se déroule en trois phases :
1.2.1.1. La phase vasculaire :

La phase vasculaire est immédiate et liée a 1’émergence des principaux symptomes qui

conduisent a I’émergence a la congestion et I’cedeme (Sellal, 2009).
Au niveau de la phase vasculaire un ensemble de réactions se produit :

- Activation des plaquettes a travers les étapes adhésion, agrégation, dégranulation qui
permettent libération des factures vasoactif comme la sérotonine.

- Le recrutement et I’activation des cellules inflammatoire comme les neutrophiles et les
monocytes grace a des cytokines et des factures de croissance produits par les plaquettes.

- Activation des cellules endothéliales et des ¢éléments du systéme de contact et libération de
la bradykinine et la coagulation avec formation d’un caillot de fibrine.

- Activation de la fibrinolyse décomposer caillot de fibrine et production de plasmine qui
activité¢ le complément et entraine la libération des factures chimiotactique vasoactif

(complément d’anaphylatoxines C3a, C5a et de la C2-kinine)

Cette derniere permet d'entrainer des vasodilatations et des litiges de perméabilité vasculaire,

ces deux réactions sont a I'origine de l'apparition d'cedémes (Ferhat et Mehyach, 2017).

Réponse inflammatoire - Initiation
(exemple : plaie cutaneéee : phase wasculaire )

Bréche vasculaire

Activation

Swystame contact
Plagquettes

Cellules endoth&lialkss

Caillot de fibnne

Fibnnolys <
(e Frtion s plosminoginel

Libération de facteurs vaso-actifs et chimiotactiques
Expression des moléecules d'adherence

et

Recrutfement et activaton des cellules inflammatoires
(mobilsdes ou résidentes)

Polynucieaires neutrophiles (scarnag)l

monocytes (sang) /s macrophages {tissus)
mas tocytes

Figure 1 : Phase d’initiation (Ferhatet Mehyach, 2017).
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1.2.1.2. La phase cellulaire :

La provenance des cellules du foyer inflammatoire est issue de deux origines : le sang tel
que les neutrophiles ou bien le tissu lui-méme comme les cellules phagocytaires (Duyckaerts et al.,

2002).
A. Les cellules du sang :

Le chimiotactisme est le phénomene responsable de la migration des polynucléaires, les
monocytes et les lymphocytes vers le foyer 1ésionnel. Les polynucléaires neutrophile sont
présentes des premicres heures et disparaissent aprés 48 heures, le temps que les monocytes
macrophages deviennent abondantes. Au moment du stade subaigus et chronique les infiltrats

lymphocytaires sont observés (Duyckaerts et al., 2002 ; Rousselet et al., 2005).
B. Les cellules provenant du tissu :

Les histiocytes sont des macrophages résidant dans les tissus eux-mémes (cellules de
Kiipffer du foie, macrophages alvéolaires du poumon, microglie du cerveau). Les mastocytes,
Contenant des granulations riches en histamine et sérotonine résident aussi dans les tissus

(Duyckaerts et al., 2002).
1.2.1.3. La phase de résolution et réparation :

Une fois 1’agression maitrisée, la réaction inflammatoire est arrétée. Les macrophages vont
nettoyer les débris cellulaires mais également sécréter des cytokines permettant la réparation du

tissu par les fibroblastes (collageénes) et par les cellules endothéliales (néoangiogeneése).

RESOLUTION

INFLAMMATION AIGUE * Elimination des stimuli nuisibles
o changements vasculaire * Elimination des médiateurs et
« Recrutement des neutrophyles cellules de I'inflammation aigue
o Médiateurs o * Remplacement des cellules bléssées
@ S S * Fonction normale
€

ity
Blessure ==
e

o Infractus s
o Infections bactérienne e
.

« Toxines )
o Traumatisme \

Guérison

kel
Blessure s
o Infections virales ‘& L Guénison
« Infections chroniques "t )
* Blessure persistante FIBROSE
* Maladies auto-immune INFLAMMTION CHRONIQUE o Poste do fimctisn
* Aneciogénese
« Infiltration des monocytes
o Fibrose

Figure 2 : Evolution de I’inflammation aigué (Kada, 2018).
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Des cytokines anti-inflammatoires comme I’IL-10 vont progressivement remplacer les
médiateurs inflammatoires et inhiber leur sécrétion et leur action. L’inflammation est alors en
phase de résolution (Noack et Kolopp-Sarda, 2018). Une fois que les cellules immunitaires ne sont
plus requises sur le site inflammatoire, elles vont quitter le tissu ou bien mourir, par perte de
signaux de survie ou par apoptose. Les mécanismes de I’inflammation aigué sont identiques quel

que soit I’agent déclenchant (Noack et Kolopp-Sarda, 2018).
1.2.2. Inflammation chronique :

L’inflammation chronique correspond a un échec de I’inflammation aigué et induit de
nombreuses pathologies (Noack et Kolopp-Sarda, 2018). Elle est caractérisée par une évolution
prolongée pouvant s’étaler sur des mois voire des années, I’inflammation chronique est définie par

une durée supérieure a six semaines (Heymonet, 2013).
Une inflammation chronique peut survenir suite :

- A un Echec dans I’élimination d’agent provoquant une inflammation aigué : tels que les
organismes infectieux qui peuvent résister aux défenses de I’hdte et rester dans le tissu
pendant une période prolongée (Pahwa et al., 2020).

- A une exposition a un faible niveau d’un matériau irritant ou étranger particulier : qui ne
peut pas étre ¢liminé par dégradation enzymatique ou phagocytose dans le corps tel que la
poussiere de silice (Pahwa et al., 2020).

- A une maladie auto-immune : dans laquelle le systtme immunitaire reconnait le composant
normal du corps comme un antigéne étranger et attaque le tissu sain donnant lieu a des
maladies telles que la polyarthrite rhumatoide (PR) (Pahwa et al., 2020).

- A un défaut dans les cellules responsables de la médiation de I’inflammation : conduisant
a une inflammation persistante ou récurrente, comme les troubles auto-inflammatoires
(Pahwa et al., 2020).

A la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigue, les phases vasculaires et
cellulaires ne se succedent pas mais coexistent tout au long de 1’évolution de cette inflammation
(Kada, 2018). L’infiltrat cellulaire sur le site inflammatoire perdure et contribue ainsi a
I’hyperplasie et a la destruction du tissu. Le microenvironnement joue un role primordial dans ce
processus. En effet, la production de cytokines et chimiokines va favoriser la survie et le maintien

des cellules sur le site inflammatoire (Noack et Kolopp-Sarda, 2018).

Les mécanismes et médiateurs impliqués dans le processus de 1’inflammation chronique
sont similaires dans différentes maladies inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite
rhumatoide (PR), le psoriasis ou encore les maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin

(MICI) telle 1a maladie de Crohn (MC) (Libby, 2007). Parmi ces agents communs, les cytokines

-6-
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représentent des facteurs primordiaux pour I’environnement cellulaire, que ce soit au niveau local

mais également systémique.
1.3. Les médiateurs d’inflammation :

Le déclenchement de I’inflammation fait appel a des facteurs synthétisés localement ou au
niveau systémique dont certains sont des pro-inflammatoires et d’autres des anti-inflammatoires.
Un déséquilibre entre ces deux groupes de médiateurs conduit & la chronicité de la réaction

inflammatoire et a la destruction des tissus enflammés.
I.3.1. Le systéme d’activation plasmatique :

Les trois systemes plasmatiques interdépendants liés a I'inflammation sont : le systéme de

coagulation/fibrinolyse, le systéme du complément et le systeéme kinine/kallicrénie.
1.3.1.1. La coagulation/fibrinolyse :

Au cours de I'inflammation, la présence de dépots de fibrine dans 1'interstitiel intra vasculaire
et extravasculaire est presque constante. La formation et 1'importance de ces dépots sont causées

par le déséquilibre entre les deux suivants :

- La participation du systéme de coagulation conduit a la formation de thrombine, qui
déclenche la formation de fibrine thrombine a partir du fibrinogene

- Le systéme fibrinolytique provoque la formation de plasmine détruit fibrine par protéolyse
(Abbal et al., 2013).

1.3.1.2. Le systéme du complément :

Le systeme du complément est un systéme multi protéique composé de trente protéines ou
composants, qui participent a la fois aux mécanismes de défense antimicrobiens en complétant

'activité et dans les mécanismes de l'inflammation.

Les composants du complément s’articulent suivant deux voies dites voie classique et voie
alterne se rejoignant au niveau de C3 en un tronc commun terminal dont 1’activation aboutit a la
formation du complexe d’attaque membranaire a action cytolytique. Si la réponse du complément
est requise dans un mécanisme de défense antimicrobien, sa réponse d'activation produit des

produits d'activation qui sont actifs pendant I'inflammation.

Ces produits activés sont les principaux produits de clivage des composants de la réaction
d’addition : les toxines anaphylactiques C3a, C4a et C5a sont des polypeptides issus du clivage de
C3, C4 et C5 (Abbal et al., 2013).
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1.3.1.3. Le systéme kinines/kallicrénie:

Le systeme kinine est une cascade d'enzymes qui lorsqu'un facteur de coagulation appelé
facteur hagmen est activé apreés une lésion tissulaire. Le facteur d'activation active alors la
prékallikréine pour former la kallikréine qui clive le kiminogénéne pour former de la bradykinine.
Ce médiateur inflammatoire d'augmente la perméabilité vasculaire, provoquant une vasodilatation
de la contraction des muscles lisses. La kallicréine agit également directement sur le systéme du

complément en clivant C5 en C5a et C5b (Thomas et al., 2007).
1.3.2. Les médiateurs cellulaires :

La réponse inflammatoire induit la libération de divers médiateurs. Ces médiateurs
influencent la croissance et la résolution en agissant sur diverses cellules impliquées dans

I'inflammation.
I.3.2.1. Les amines vasoactives :

Il s’agit de sérotonine et I’histamine :

- La sérotonine, stockée dans les plaquettes sanguines et dans les cellules chroma fines de la
muqueuse intestinale libérée, elle stimule les fibres lisses vasculaires et la disjonction des

cellules endothéliales (Miossec, 2003).

- L’histamine, libérée a partir des mastocytes et basophiles. Elle est retrouvée au niveau de
I’épiderme de la muqueuse gastro-intestinale et du systéme nerveux. Dans toutes ces
cellules, I’histamine se trouve stockée sous forme de complexes protéiques inactifs car
elles sont lices a I’héparine. Elle est libérée lors de la dégranulation des cellules

phagocytaires et a des propriétés chimiotactiques pour les phagocytes (Capron, 1998).
1.3.2.2. Les prostaglandines et les leucotriénes :

Interviennent dans les processus inflammatoires aigus ou chroniques. Ils sont formés a

partir de I’acide arachidonique.

- Les leucotrienes augmentent la perméabilité capillaire et exercent une chimio-attractivité

sur les polynucléaires.

- Les prostaglandines produisent une vasodilatation locale, favorisent 1I’cedéme et I’afflux
leucocytaire, de plus, ils dépriment certains mécanismes immunitaires et potentialisent les

effets allogenes de la bradykinine (Miossec, 2003).
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1.3.2.2. Les cytokines :

Les monokines et lymphokines forment un groupe de protéines jouant un rdle essentiel
dans les communications intercellulaires et notamment entre les acteurs du processus
inflammatoire. Elles sont sécrétées par les lymphocytes, les macrophages, les fibroblastes, les
cellules endothéliales, les plaquettes et d’autres types cellulaires, telles que les cellules épithéliales

(Miossec, 2003).

Tableau 2: les effets biologiques des principaux médiateurs de I’inflammation
(Rinkin, 2004 ; Henrotin et al., 2001 ; Sanchez-munoz et al., 2008 ; Male et al., 2007)

1\.’Iedlateur .de Membres Origine Effet biologiques
P’inflammation
Amines - Mastocytes - Vasoc'lila.tgtiron, augmentatiqn d; la
) - Histamine - Basophiles permeab;hte vasculaire, activation
vasoactives - Plaquettes endothéliale et douleur
- Vasodilatation ; augmentation
-Prostaglandine(PG) perméabilité vasculaire, douleur,
-Thromboxanes(TX) fiévre, agrégation plaquettaire.
Médiateurs ]
lipidiques - ACld? _ - Vasodilatation ; augmentation
(eicosanoides) B arachidonique perméabilité vasculaire, participent
-Leucotréine a la formation de 1’cedéme,
possedent des propriétés
chimiotactiques.
Dérivés - Effet cytotoxique sur 1’agresseur et
d’oxygéne et -NO - Macrophages et induction d’effet cytotoxique et
d’azote mastocytes relaxation des muscles
- IL-1; IL-6 - Macrophages et
mastocytes et - Activation endothéliale, diapédése
. neutrophiles - Recrutement des globules blancs,
Cytokines effet microbicide et élimination de
- TNFOLU - Macrophages et ’agent pathogéne.
mastocytes

L.5. Les Pathologies d’inflammation :

Les maladies inflammatoires sont un groupe de troubles cliniques qui sont caractérisés par
des réponses inflammatoires anormales (une inflammation chronique) comme une caractéristique
majeure (Afsar, 2011).Cette inflammation conduit au développement de plusieurs maladies
humaines telles que le cancer, le diabéte, les maladies cardiovasculaires, 1’athérosclérose, les
maladies pulmonaires, 1’asthme, la polyarthrite rhumatoide, 1’ostéoporose, les maladies
neurodégénératives, la maladie d’Alzheimer, et les maladies intestinales inflammatoires(Kada,

2018).
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Les maladies inflammatoires peuvent étre classées en deux catégories :

- Les maladies auto-inflammatoires qui sont trés rares et qui touchent essentiellement
les enfants : Ces maladies, parfois associées a un dysfonctionnement génétique, sont
la conséquence d'un exces de production de substances inflammatoires.

- Les maladies auto-immunes avec des maladies auto-immunes systémiques, avec des
atteintes de plusieurs organes comme dans le cas de la polyarthrite thumatoide et
les maladies auto-immunes spécifiques qui vont atteindre un seul organe comme le
diabete de type 1.

Les cytokines pro-inflammatoires sont largement impliquées dans ces pathologies en
amplifiant la réaction inflammatoire via la néo-vascularisation, I’hyper-prolifération cellulaire et
la dégradation tissulaire (Noack et Kolopp-Sarda, 2018). La production de cytokines et de
chimiokines favorise le maintien des cellules inflammatoires sur le site inflammatoire dans
différents maladies chroniques telles que la polyarthryterhumatoide, le psoriasis et les maladies
chroniques de I’intestin (Kada, 2018).

Selon le lien de I’inflammation a la pathologie on peut classer les pathologies
inflammatoires en trois types (tableau 04) :

Tableau 3 : Exemples de maladies liées a I’inflammation. (Ferradji, 2011)

Désordres dans lesquelles le role pathogénique principal revient a ’inflammation

Asthme Polyarthrite rhumatoide
Artériosclérose Arthrose
Goutte Thyroidite d'Hashimoto

Maladie d’ Alzheimer Lupus érythémateux disséminé

Eczéma Maladie de Crohn

Maladies d’origine infectieux dans les quelle ’inflammation contribue dans la

pathologie
Hépatite C Tuberculose
Tuberculose Dysenterie bactérienne

Maladies d’origines divers dans lesquelles la fibrose poste inflammatoire est la cause
Principale de la pathologie

Fibrose pulmonaire idiopathique Bilharziose
Cirrhose hépatique poste virale Rejet d'allogreffe chronique

ou alcoolique
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II. LES ANTI-INFLAMMATOIRES :
II.1. Généralités :

La thérapeutique anti-inflammatoire est destinée a contrdler 1I’exces de réaction aspécifique
des tissus et a éviter la transformation de la phase aigué de I’inflammation en phase chronique
(Muster, 2005). Elle est généralement menée par des molécules de synthéses du type anti-
inflammatoire non stéroidien ou stéroidien (Corticoides). Ce sont des médicaments largement
utilisés mais dont les effets secondaires sont parfois graves, en particulier la toxicité sur le systéme

rénal et digestif (Irritations digestives pouvant aller jusqu’a 1’ulcération gastrique) (Trabsa, 2015).
I1.2. Les anti-inflammatoires stéroidiennes (AIS) :
I1.2.1. Définition :

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou les glucocorticoides sont des dérivés synthétiques
de la cortisone, naturellement sécrétée par les glandes surrénales. Ils sont de puissants anti-
inflammatoires doués également de propriétés immuno-modulatrices et antiallergiques (Heymonet,
2013). Ils ont tous une activité hormonale sur les régulations métaboliques (glucidique, protidique,
lipidique notamment) et ils entrainent la mise au repos des surrénales par un mécanisme de

freination hypothalamo-hypophysaire (Muster, 2005).

Contrairement aux anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), les glucocorticoides sont
capables d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire. Par leur action directe sur les
vaisseaux, ils diminuent les phénomeénes vasculaires de 1’inflammation. Par leur effet
antiprolifératif sur les histiocytes-monocytes-macrophages de tous les types, les lymphocytes, les
plasmocytes, les fibroblastes et les polynucléaires neutrophiles, ils inhibent les phénoménes

cellulaires précoces et tardifs de I’inflammation (Muster, 2005).
I1.2.2. Mécanisme d'action :

Les corticoides ont des mécanismes d’action originaux qui sont essentiellement
génomiques (Transcriptionnels) caractérisés par 1’activation (Transactivation) ou I’inhibition
(Trans-répression) de nombreux genes cibles (Mekenza et Medjmedj, 2018). Ces actions s’exercent
dans de nombreuses cellules impliquées dans 1I’'immunité innée (Macrophages, polynucléaires,
mastocytes), dans I’immunité adaptative (Lymphocytes) mais aussi dans d’autres cellules

(Fibroblastes, cellules épithéliales et endothéliales) (Muster, 2005).

Les glucocorticoides sont véhiculés par les protéines de transport que sont la transcortine
et I’albumine. Ils traversent les membranes cellulaires par diffusion. Dans le cytoplasme, ils se

fixent sur un récepteur spécifique qui appartient a la superfamille des récepteurs aux stéroides.
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Apres fixation du glucocorticoide, le complexe glucocorticoide-récepteur migre vers le noyau et
va agir directement sur I’ADN en se fixant sur des séquences spécifiques appelées GRE
(Glucocorticoid response element), intervenant ainsi dans la régulation (Activation ou inhibition)
de la transcription des génes cibles (Heymonet, 2013). C’est ainsi que sera stimulée la synthése
d’une protéine, la lipocortine, qui inhibe la phospholipase Az, réduisant ainsi la libération d’acide
arachidonique a partir des phospholipides membranaires et donc la formation des médiateurs de
I’inflammation, prostaglandines et leucotriénes. Les glucocorticoides diminuent également la
synthése d'une série de protéines importantes pour les phénoménes inflammatoires, par exemple :
les interleukines et d'autres cytokines, la phospholipase Az, la cyclooxygénase 2 (Lullmann et al.,
1996). Les corticoides régulent aussi les phénomeénes d’activation et de survie cellulaire
(Apoptose) expliquant leur efficacité cytostatique dans certaines affections hématologiques

malignes (Muster, 2005).
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Figure 3 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Heymonet, 2013).
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I1.2.3. Effets secondaires :

Lors d'une administration breve, les glucocorticoides méme a doses élevées, ne présentent

pratiquement aucun effet secondaire.

Au cours d'une administration a long terme, ils entrainent une tendance a l'infection,

altération des processus de cicatrisation. L’activité glucocorticoide exagérée entraine :

- Une augmentation de la néoglucogenése et de la libération de glucose. Sous ’action de
I’insuline, le glucose est transformé en triglycérides (Dépot adipeux : visage lunaire et
épaississement du tronc), et en cas d’augmentation insuffisante de la sécrétion
d’insuline, on observe un « diabéte stéroidien » (Lullmann et al., 1996).

- Une dégradation accrue des protéines avec atrophie des muscles squelettiques,
ostéoporose, trouble de la croissance chez I’enfant, atrophie cutanée. Les conséquences
de D’activité minéralo-corticoide du cortisol sont la rétention d’eau et de sodium,
I’augmentation de la pression artérielle, la formation d’cedémes, et la perte de potassium

avec risque d’hypokaliémie (Lullmann et al., 1996).
I1.3. Les anti-inflammatoires non stéroidiens AINS :
11.3.1. Définition :

Les AINS, a la différence des glucocorticoides, regroupent différentes classes chimiques
de synthése de structure non stéroidienne (Muster, 2005). Ce sont des médicaments
symptomatiques capables de s'opposer au processus inflammatoire, quelle qu'en soit la cause
(Mécanisme, chimique, infectieuse, immunologique) et ils sont trés efficaces pour la douleur et
I’inflammation. En raison de leurs propriétés, cette classe thérapeutique est I’'une des plus utilisées
dans le monde (4,5% de la consommation médicamenteuse des pays industrialisé¢) (Taiba et al.,
2017). Cependant, ils sont connus pour de multiples effets indésirables, notamment des
saignements gastro-intestinaux, des effets secondaires cardiovasculaires et néphrotoxiques

(Wongrakpanich et al., 2018).
11.3.2. Mécanisme d’action :

Lorsque l'inflammation, les phospholipase A2 sont alors activées transformant les
phospholipides membranaires en acide arachidonique qui sera métabolisé en prostaglandines (PG)
par la cyclo-oxygénase (COX) (Neant, 2017). Les anti-inflammatoires non stéroidiens agissent sur
cette phase de I’inflammation en inhibant la cyclooxygénase et par conséquent la synthése des
prostaglandines. De cette inhibition enzymatique découlent des conséquences bénéfiques ou
indésirables qui dépendent en partie de 1’état du malade. Les effets utiles en thérapeutique sont les

effets anti-inflammatoires, antalgiques et antipyrétiques. Les AINS présentent comme effet
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indésirable un risque d’ulcére a I’estomac par inhibition de la synthése des autres prostaglandines
qui protégent la muqueuse gastrique. L ulcération gastroduodénales et les saignements digestifs
sont attribués essentiellement a 1’inhibition des cyclo-oxygénases de type I. Les AINS inhibant
sélectivement la COX-2 ont une action anti-inflammatoire et antalgique a peu pres identique, aux

posologies conseillées, a celle des AINS non sélectifs mais entrainent moins de troubles digestifs

(Heymonet, 2013).
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Figure 4 : Mécanisme d’action et effets des anti-inflammatoires non stéroidiens (Mansour, 2015).

11.3.3. Effets secondaires :

Les effets secondaires des ANIS peuvent étre le résultat de I’inhibition de la synthése des
prostaglandines ou bien déviation du métabolisme de I’acide arachidonique vers une voie autre

que celle de la cyclo-oxygénase, notamment la voie de la lipo-oxygénase.

o Effets gastroduodénaux : Les prostaglandines jouent un réle important dans la muqueuse
gastrique augmentent la production mucus, la perfusion sanguine gastrique et diminuent la
production des radicaux libres sauf en cas d’utilisation AINS a long terme ou se produits
dyspepsie et ulceres gastroduodénaux.

o Effets sur le rein : Complications réno-vasculaires : cedémes par rétention hydro sodée,

oligurie par Insuffisance rénale aigilie (Annick, 2018).
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o Effets cutanés : Dermatite exfoliatrice, syndromes de Stevens-Johnson et de Lyell. Les
éruptions diverses, I'urticaire, la photosensibilisation (Notamment avec le kétoproféne en
application cutanée) (Sivry, 2014).

o Effets Cardiovasculaires: Résistance au traitement antihypertenseur, poussée
hypertensive, insuffisance cardiaque congestive, risque thrombotique artériel (En cas de

prise prolongée ou a dose importante) (Gungomer, 2015).
I1.4. Les anti-inflammatoires d’origine végétales :

Les anti-inflammatoires naturelles ou végétales sont celles qui existent dans la nature qui
ne subissent pas de modification de la structure chimique apres les procédés de leur obtention.
Plusieurs travaux ont été réalisés sur les substances naturelles d’origine végétale dotées de
propriétés anti-inflammatoires grace a la présence des molécules naturelles bioactives permettant

de traiter certaines maladies inflammatoires (Bourkhiss et al., 2010).
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III. PLACE DE LA PHYTOTHERAPIE DANS LE TRAITEMENT DES
INFLAMMATIONS :

I11.1. Historique des plantes médicinales :

Dé¢s Iantiquité, les écrits d’Hypocrate (Gréce 500 avant Jésus Chris) présentent plusieurs
centaines de plantes médicinales et de remeédes a base de plantes. Au moyen-age, certaines
abbayes comme celle de Salagon (Haute-Provence, France) développent la culture des plantes
médicinales et une phytothérapie enrichie par les explorations. A la méme époque, dans la
pharmacopée arabe et juive, on assiste aux premiers développements d’une chimie d’extraction et
certaines universités, comme celles de Salerne ou Montpellier, se spécialisent dans la recherche

de nouveaux médicaments a base de plantes, et forment les premiers apothicaires (Forestier, 1982).

Au début du XIXe siecle, I’on observe un grand tournant dans I’histoire du médicament
lorsque, imprégnée jusqu’alors d’une pratique empirique et souvent d’inspiration magico-
religieuse, la pharmacie commence a étre dominée par la chimie scientifique. La chimie
d’extraction devient aussi de plus en plus performante et permet deés 1815 I’isolement de la
morphine a partir du pavot ou en 1820, la purification de la quinine de 1’écorce de quinquina.
Enfin, les premicres molécules thérapeutiques issues de la chimie de synthése font leur apparition

des 1899, avec la synthése de 1’aspirine par Bayer (Faye et Champey, 2008).

En Afrique la médecine traditionnelle utilise depuis des millénaires les plantes médicinales.
Plusieurs milliers des produits ont été recensés. Au moyen age, apres la chute de 1’empire romain,
I’Europe connait un retour a la barbarie, un déclin général du savoir et une longue période
d’obscurantisme. Il faudra attendre 1’apport des Arabes pour assiste a une véritable renaissance

(Bruneton, 1999).
I11.2. Les formes de préparations des plantes Médicinales :

La phytothérapie consiste a utiliser des plantes sous différentes formes (ou galénique) qui

peuvent avoir un effet sur la quantité d'ingrédient actif présent :
I11.2.1. Infusion :

Une infusion se fait essentiellement avec les fleurs et feuilles des plantes, mais dans
certains cas, il est possible de faire également infuser des racines et des écorces, en versant de I’eau
bouillante sur la plante et en laissant infuser entre 10 et 20 minutes (Nogaret, 2003). Le thé est

probablement 1'une des formes d'infusion les plus connues.
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111.2.2. Décoction :

Cette méthode s’applique essentiellement aux parties souterraines de plante et écorces, qui
libeérent difficilement leurs principes actifs lors d’une infusion. Elle consiste a extraire les
propriétés des plantes en les laissant infuser dans 1’eau qu'on porte a €bullition, laisser refroidir et

filtrer (Nogaret, 2003).
II1.2.3. Macération :

Ces préparations s'obtiennent en mettant a tremper une certaine quantité d’herbes séches
ou fraiches dans un liquide : eau, vin, alcool et en laissant en contact pendant un temps plus ou
moins long. Passé ce délai, chauffer doucement, filtrer et boire sans sucrer. Cette méthode est
particuliérement indiquée pour les plantes riches en huiles essentielles pour profiter pleinement

des vitamines et minéraux qu’elles contiennent (Delille, 2007).
I11.2.4. Cataplasme

Les plantes sont hachées grossi¢rement, puis mises a chauffer dans une casserole
recouverte d’un peu d’eau. Laissez frémir deux a trois minutes. Presser les herbes, puis les

placer sur I’endroit a soigner. Couvres d une bande ou d’un morceau de gaze (Nogaret, 2003).
I11.3. Composition chimique des plantes Médicinales :

La plante posséde une composition chimique trés complexe, elle est constituée de centaines
de substances. Elle puise par ses racines des ¢léments dans le sol (eaux, minéraux, oligo-¢éléments)
et grace a la photosynthese réalisée dans ses feuilles, elle élabore des molécules complexes

appelées composés organiques.

Les substances, que la plante ¢labore, ont un niveau d’intérét différent. On les classe en

deux groupes :

I11.3.1. Métabolites primaires :

Tous les étres vivants assurent leur croissance grace a un ensemble complexe de réaction
chimique parmi ces réactions « métabolisme primaire » qui permettent la synthése et 1’utilisation
de substances essentielles pour la vie tel que : polysaccharides, Glucides, protéines, acides aminés,

acide nucléiques et lipides (Botineau, 2010).

Les métabolites primaires sont parmi les produits biotechnologiques les plus simples et
sont couramment utilisés comme matieres premieres pour d’autres procédés tels que la
fermentation ou les synthéses chimiques. Bien qu’ils soient couramment utilisés comme

compléments nutritionnels ou aromatisants, ils sont rarement utilisés comme composés
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thérapeutiques (Dowdet, 2011). Par exemple, l’industrie pharmaceutique utilise largement
I’amidon dans la fabrication des comprimés, ou comme base pour les poudres et les pommades
(Kunkele et Lobmeyer, 2007). Aussi il utilise la pectine comme pansements gastriques pour leur

effet anti-diarrhéique ou détoxifiant (Benslama, 2016).
II11.3.2. Métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires (MS) sont des produits naturels synthétisés principalement par
les bactéries, les champignons et les plantes. Ce sont des molécules de faible poids moléculaire
avec diverses structures chimiques et activités biologiques. Le nom métabolite secondaire
provient de la premiére observation que leur production n’est pas nécessaire a la croissance et a la
reproduction des organismes, contrairement aux métabolites qui comprennent les lipides, les
acides aminés, les glucides et les acides nucléiques. Cependant, les MS sont loin d’étre
secondaires et le terme « métabolites spécialisés » émerge pour les décrire. Il est désormais admis
que les MS jouent un role clé dans la survie de I’organismes qui les produisent parce que les MS

déterminent les interactions au sein de leur environnement (Collemare et al., 2020).

Les métabolites secondaires sont caractéristiques des plantes supérieures (arbres, plantes a
fleurs, etc.). Ils interviennent dans leur structure (lignines et tanins) et ils exercent une action
déterminante sur 1’adaptation des plantes a leur environnement. Beaucoup de métabolites
secondaires sont toxiques, ils sont alors stockés dans des vésicules spécifiques ou dans la vacuole
(Louis, 2004). Ils jouent un role majeur dans ’adaptation des plantes a I’environnement et dans la
maitrise des conditions de stress (Akula et Ravishankar, 2011). Ils participent ainsi, d’une manicre
trés efficace, dans la tolérance des végétaux a des stress variés : action anti-herbivore (comme la
menthe), inhibition des attaques pathogénes des bactéries et des champignons, prédation
d’insectes, défense contre la seécheresse et le rayonnement UV. Ils sont également des sources
importantes pour Les produits pharmaceutiques, les additifs alimentaires et les ardmes (Harrar,

2012 ; Akula et Ravishankar, 2011).

Malgré de nombreuses recherches, une infime partie des substances présentes dans les
plantes a pu étre identifiée. Mais on sait que c’est grace a I’action combinée de toutes ces

substances que les plantes doivent leurs vertus thérapeutiques.

Voici les principaux groupes de métabolites secondaires présents dans les plantes :
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I11.3.2.1. Les composés phénoliques :

Les polyphénols se caractérisent par la présence au moins d’un cycle aromatique a 6
carbones dans leur structure, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonction hydroxyles OH

(Hennebelle et al., 2004).

Ils sont constitués des composés chimiques aromatiques contenant au moins une fonction
phénol, c’est-a-dire d’un noyau aromatique li¢é a un ou plusieurs groupement(s) Hydroxyle(s)

(Lattanzio et al., 2006).

Groupe hydroxyle » OH

Anneau
aromatique >

Groupe phénol

Figure 5 : Squelette de base des polyphénols (Manallah, 2012).
Les polyphénols sont des métabolites secondaires courants dans toutes les espéces
végétales et sont largement connus sous le nom d’antioxydants naturels. Récemment, plus
divergente Activités biologiques, par exemple la prévention de I’hypertension artérielle et du

durcissement des veines, Activités anti-age, antibactériennes et anti tumorales (Yazaki et al, 2009).

Les polyphénols peuvent apporter a la santé humaine divers bénéfices qui s’intéressent
particulicrement au domaine de la phytothérapie et celui de I’hygiéne alimentaire parce que
I’efficacité de nombreuse plantes médicinales repose sur leur teneur en composés phénoliques de
plus en plus d’études montrent que les polyphénols ont le pouvoir de diminuer le risque de
survenue de nombreuse pathologies, particulieérement celles liées au vieillissement et lésions
oxydatives (cancers, maladies cardiovasculaires ou neurodégénératives). En phytothérapie les
indications sont généralement communes mais certaines sont attribués spécialement a des classes
suivant les bénéfices des composés (Les propriétés vasculo-protectrices, sont par exemple aussi
bien attribuées aux flavonoides qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines). Ainsi les
flavonoides qui proviennent du ginko (Ginkgo biloba L.) participe d’une part a la lutte contre la
sénescence cérébrale et ses conséquences (Altération de la mémoire, confusion...) et, d’autre part,
les citroflavonoides (Flavonoides provenant de divers Citrus) et le rutoside (Extrait de Sophora
japonica L), qui sont utilisés dans le traitement des troubles liés a la fragilité capillaire

(insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroidaire) (Hennebelle et al., 2004).
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Tableau 4: Classification des composés phénoliques (Vermerris et Nicholson, 2007).

Structure Classe

C6 Phénols simples

C6-C1 Acide phénolique et composante li¢e

C6-C2 Acetophenone et acide phenylacetique
Acide cinnamique et aldehydecinnamyle

co-C3 etalcoolCinnamyle

C6-C3 Coumarine, isocoumarine et chromone

C15 Chalcones, aurones, dyhdrochalcones

C15 Flavanes

C15 Flavones

C15 Flavnones

C15 Flavnonoles

Cl15 Anthocyanidines

Cl15 Anthocyanines

C30 Biflavonyls

C6-C1- C6, C6-C2- C6 Benzophenones, Xanthones, stilbenes

C6,C10,C14 Quinones

C18 Betacyanines

Lignans, neolignans Dimers ou oligomers

Lignin Polymers

Tanins Oligomers ou polymers

Phlobaphenes Polymers
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I11.3.2.2. Terpenoides :

Les terpénoides sont structurellement la classe la plus diversifiée de métabolites
secondaires. Ils Contiennent plus de 40 000 composés structurellement divers et forment la plus
grande classe de métabolites végétaux. Tous les terpénoides sont dérivés de squelettes
d’isopentane ramifiés répétés, généralement appelés isopréne unités. La décomposition thermique

de la plupart des terpénoides donne du gaz isopréne en tant que produit (Bhattacharya, 2019).

Les terpenes sont largement présents comme constituants des huiles essentielles. Ils sont
pour la plupart hydro- Carbones. Il existe différents groupes de terpenes selon le nombre d'unités
constitutives en CS5, on distingue les monoterpenes en C10, les sesquiterpénes en C15, les
diterpénes en C20, les sesterterpenes en C25, les triterpénes en C30 et les tétraterpenes en C40
(Aldred, 2008).

Les monoterpenes existent dans les huiles essentielles qui possedent de nombreuses
activités biologiques. Dans des préparations pharmaceutiques, les terpénes phénoliques, comme le
thymol et le carvacrol sont souvent utilisés comme antiseptiques, antibactériens et antifongiques.
Dans les domaines phytosanitaires et agro-alimentaires, les huiles essentielles employées comme
agents de protection contre les champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant
les denrées alimentaires. Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour

soigner des maladies inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite.

(Mohammedi, 2013).

111.3.2.3. Alcaloides :

Les alcaloides sont un groupe de métabolites secondaires qui contiennent des atomes
d’azote basiques. Certains composés apparentés aux propriétés neutres et faiblement acides sont
également inclus dans Les alcaloides. En plus du carbone, de I’hydrogene et de 1’azote, ce groupe
peut également Contiennent de I’oxygene, du soufre et, rarement, d’autres éléments tels que le

chlore, le brome et Phosphore (Bhattacharya, 2019).

Les alcaloides sont utilisés dans plusieurs médicaments, ils Affectent chez 1’étre humain le
systéme nerveux particuliérement les transmetteurs chimiques tels 1’acétyl choline. Ils ont d’autres
propriétés comme 1’effet analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria
(quinine), anti-hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), aussi

d’autres tell que dé pressant cardiaque et diurétique narcotique (morphine) (Badiaga, 2011).
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II1.2. Utilisation de la médecine traditionnelle et alternative en thérapie des maladies

inflammatoires :

L’inflammation et ses pathologies associées constituent de plus en plus un probléme majeur
de santé tant par la majorité de personnes qui en souffrent que aussi par les différentes formes sous
lesquelles elles se manifestent. Leur traitement est souvent basé sur I’apport des anti-
inflammatoires, non stéroidiens (AINS) et des glucocorticoides. Ces molécules présentent des
effets secondaires néfastes a [’organisme surtout en cas d’utilisation a longue durée,

particuliérement dans le traitement des inflammations chroniques (Chiolero et al., 2000).

La prise des anti-inflammatoires présente souvent des risques gastro-intestinaux (ulceére
gastroduodénaux, perforation, sténose), des risques rénaux tels que I’insuffisance rénale aigué et
parfois des complications cardiaques (Soubrier et al., 2013). La recherche de nouvelles molécules
médicales sans risques d’effets secondaires s’avere indispensable pour les traitements des sujets.
C’est pourquoi, I’accent est de plus en plus mis sur la recherche de nouvelles molécules douées

d’activités anti-inflammatoires dans les plantes médicinales.

Au cours de la dernieére décennie, plusieurs études utilisant des mode¢les in vitro et in vivo
de I'inflammation ont conduit a 1'identification de plusieurs plantes ainsi que des composés actifs
ayant des activités anti-inflammatoires. Environ 47 plantes et 52 molécules extraits de plantes ont
jugées bénéfiques pour le traitement de 1’inflammation ont été prouvés par des études clinique et
précliniques (Maione et al, 2016). Les résultats biochimiques de ces études montrent clairement
le role potentiel des plantes et/ou leurs composés l'inhibition de la formation des principaux
médiateurs pro-inflammatoires du métabolisme de I’acide arachidonique via l'inhibition des
cyclooxygénases et lipoxygénases. Des exemples de plantes pour lesquels le mode d’action a été

mis en évidence sont indiqués dans le tableau 5(a et b):
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Tableau 5(a) : Plantes possédant une activité anti-inflammatoire et leurs modes d’action (Maione et al., 2016) :

Nom
.. Partie utilisée Principe actif Meécanismes d’action Références

scientifique
Andrographis ‘
paniculata Partie . e e -
Nees (Acanthacées) aérienne. Andrograpanine Inhibition in vitro de I’'iNos, TNF-a et IL-6. Liu et al., (2008)
Belamcanda

o . . Diminution in vitro de la production de No, I1-1f et PGe2 et de
Ch”?ensz,s (L) DC. Rhizomes Tectogenine l'expression d'iNos et de COX-2 Pan et al., (2008)
(Iridacées) )
Cimic’ﬁ’gaL Rhizomes Cimiracé A Inhibition in vitro de la production de TNF-a par régulation
racemosa L. Z . ey 5

(Renonculacées) imiracemate négative des activités de I’eRK et NF-«B. Yang et al., (2009)
Forsythia koreana
Nakai Fruits Phylligénine Inhibition in vitro des activités de COX2 et iNos. Lim et al., (2008)

(Oléacées) v
Eriobotrya j j e e .. .
(;Zn(; jya]apomca Feuilles Acide ursolique Inhibition in vitro de I'[l-8, activation de NF-kB et expression
. ] b L . 2
Lindl. (Rosacées) de I'ARNm de 1 iNos. ee et al., (2008)
Everni il Dérivés du 2,4-
vernia prunasirt L. . . ey . ;. . . .
(Parméliacées) Aboiements dihydroxy-6- Activité antibactérienne in vitro contre Legionella spp. Nomura et al., (2012)
méthyl benzoate

Mur de Mangifera
indica. Fruits Mangiférine In vivo Inhibition de la production d'IgE. Rivera et al.,, (2006)

(Anacardiacées) N
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Tableau 5(b) : Plantes possédant une activité anti-inflammatoire et leurs modes d’action (Maione et al., 2016) :

Nom

.. Partie utilisée | Principe actif Meécanismes d’action Références
scientifique

Scutellaria .. . . ) . . .
baicalensis Diminutions in vitro/in vivo de TNF-a et ICAM-1 dans les tissus

Racines - Baicalin pulmonaires Zhou et Zhou (2009)
Georgi (Lamiacées)

Juniperus cedrus
Webb &Berthel.
(Cupressacées)

. e Suppression in vivo des facteurs qui favorisent I’apoptose folliculaire
Bois - Hinokitiol, Byeon et al.,, (2008)

Curcuma longa L.
Modulation in vitro/in vivo du déréglement cutané.

(Zingibéracées) Rhizomes - Curcumine Fang et al., (2003)
Ann&”;ﬂi%i?;ja L Tiges - 1l ent- Inhibition in vitro de la dégranulation des neutrophiles.
kauranes Yeh et al., (2005)
- 3-hydroxy,
C}flemc?;ndmm 2-nz]é thoxy Diminution in vitro/in vivo des médiateurs liés a 1'inflammation
phtomidest Lf Feuilles Y synoviale Prakash Babu et al.,
(Lamiacées) butanoate (2014)
de sodium
Psoralea corylifolia
L e e e s i
Graines _ Psoralidine Inhibition in vitro/in vivo de l'activité COX 2 et 5-LOX. Yang et al., (2011)
(Fabacées)
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VI. PRESENTATION DES PLANTES ETUDIEES :
VI.1. Présentation de la plante Ajuga iva (L) Schreb:
VI.1.1. Description de la plante :

Le genre Ajuga appartient a la famille des Labiées avec plus de 300 especes différentes.
Cette plante est largement distribuée dans les régions arides d’Europe, d’Asie, d’Afrique et
d’ Australie (Boudjelal, 2013). L’ 4juga iva(L) Schreb, est 'une des plantes qui appartiennent a cette
famille. Elle est distribuée dans les pays d’Afrique du Nord et d’Europe du Sud (Bouyahyaa et al.,
2020). Localement, au Maroc et en Algérie, elle est connue comme « Chondgoura » ou «

Chendghura » et au Nord- Sahara oriental sous le nom de « Toutoulba ».

L’Ajuga iva est une petite plante vivace de 5 a 20 cm de long, a tiges vertes rampantes et
Velues, a feuilles vertes longueur entre (14 a 25 cm), Est caractérisé par : linéaires, denses et
couvertes de duvets. Les fleurs sont colorées a violettes, roses ou jaunes, de 20 mm de longueur ;
la levre supérieure de la Corolle est réduite ou absente et la lévre inférieure est divisée en trois
lobes velus. Les lobes latéraux sont petits, alors que le lobe central est large décoré dans sa base
par un axe central jaunatre avec des spots de la méme couleur de la fleur, généralement en violet.
A Dintérieur de la fleur il y’a quatre étamines liées a quatre carpelles noirs. Les graines sont

marronnes et ont la taille des graines de Nigella sativa (Halimi, 2004).

Figure 6 : La plante médicinale 4juga iva L (Ben Jannet et al., 2000).
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VI.1.2. Systématique de la plante :
- Reégne : Plantae
- Embranchement : Spermatophyta (Angiospermae)
- Sous embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotyledones
- Ordre : Tubiflorae
- Famille : Lamiaceae / Labiatae
- Genre : Ajuga
- Espece : Ajuga iva

VI.1.3. Réparation géographique :

L’Ajuga iva est originaire d’Europe, d’Asie et d’Afrique, mais qui pousse aussi dans

I’ Australie et en Amérique du Nord (Israili et Lyoussi, 2009).

En Algérie, il situé dans tout le tell est trés rare dans le reste du pays (Chabane et al., 2013).
Cette plante se développe durant la période allant du printemps jusqu’a la fin de I’été. La période

de floraison est entre mai et juin (Halimi, 2004).

VI.1.4. Composition chimique de la plante :
L’Ajuga iva contient une grande quantité des composés phénoliques ; les flavonoides et les
tannins. Elle contient aussi les anthocyanes, les acides phénoliques d’autres substances en

particulier I’ajugarine (Halimi, 2004).

Les études analytiques ont montré que la plante Ajuga iva contient 3 composés principaux
qui sont: makisterone A, 20-hydroxyecdysone et cyasterone. Elle contient aussi 24,28-
dehydromakisterone A et les deux nouveau phytoecdystéroides (22-oxocyasterone et 24,25-
dehydroprecyasterone) (Wessner et al.,, 1992). Les études chimiques ont montré que cette plante
contient les composés suivants : Huit phyto-ecdystéroides, Quatre diterpénes de type clérodane,

Trois iridoides, Deux flavonoides (Bennaghmouch et al., 2002).

Tableau 6 : Composés isolés a partir d’Ajuga iva.(Bennaghmouch et al, 2002).

Phytoecdystéroides Diterpénes Iridoides Flavonoides
1- 20-hydroxyecdysone I-Ivaine | 1- Harpagide 1 Naringine
2- Cyastérone
3- makistérone A 2-Ivaine I .
4- 23-hydroxycyastérone ‘ 2- 6-désoxyharpagide o
5- ajugastérone C 3-Ivaine III 2 Apigénine 7-O
6- 22-oxocyastérone ) ) . s
7- 2425 déhydroprécyastérone 4-Ivaine IV 3- 8-O-acétylharpagide | néohespéridoside
8- 24,28 déhydromakistérone
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VI.1.5. Utilisations traditionnelle et propriétés pharmaceutiques :

L’Ajuga iva est une plante utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne contre le
diabete, et est connu pour avoir des propriétés anti-inflammatoires, antifongiques,

antimicrobiennes, activité antifébrile, vermifuge (Bondi et al., 2000).

Utilis¢ au Maroc pour traiter d’autres maladies comme les douleurs rhumatismales,
Hypertension, troubles cardiovasculaires, infection oculaire, rhumatisme, Allergie, cancer,

maladies et troubles digestifs (Bouyahyaa et al.,2020).

C’est une plante astringente, qui asseéche les écoulements et qui facilite la cicatrisation. Elle
est recommandée aussi pour guérir les ulceres, les plaies et les blessures (Baba Aissa, 2000). La
richesse de I’ivette lui donne plusieurs propriétés prouvées scientifiquement. C’est un agent
antidiabétique, antioxydant (Bouderbala et al, 2010), antihypertensive vasodilatatrice (El-Hilaly et
al., 2004).

VI.2. Présentation de la plante Artemisia herba alba Asso :
VI1.2.1. Description de la plante :

L’ Artemisia herba alba Asso est une espece de plantes steppiques du genre Artemisia. Ce
genre appartient a la famille des Astéracées, il comprend des plantes médicinales importantes qui
font actuellement 1’objet d’une attention phytochimique en raison de leur diversité biologique et
chimique.

Un grand nombre d’armoises (environ 250 espéces) sont réparties a travers 1’hémisphére
Nord. Plus d’une dizaine d’espéces ont ¢été déterminées en Algérie ; certaines sont rares et
disséminées en hautes montagnes, ou cantonnées dans certaines limites ; d’autres sont au contraire
particulierement abondantes et répandues sur de grandes étendue (Bouzidi, 2016).

Plusieurs noms sont attribués a la plante Artemisia herba alba Asso (Messai, 2015) :
Armoise blanche (en France) ; Worm Wood (en Angleterre) ; Shih ou Shihkhorassani (En Afrique
du Nord et au Moyen-Orient) ; Kaysoum (Au Maroc occidental).

L’Artemisia herba alba Asso est une plante herbacée a tiges ligneuses, ramifiées et
tomenteuses de 30 a 50 cm de long qui caractérisé par une odeur de thymol. Les feuilles sont
courtes, généralement pubescentes et argentées. Les capitules sont groupés en pannicules de petite
taille de 1,5 a 3 mm allongés et étroits contenant de 3 a 6 des fleurs jaunatres. Les bractées externes

de I’involucre sont orbiculaires et pubescentes (Nawwar et al., 1989).
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Figure 7(a) et (b) : La plante médicinale Artemisia herba alba Asso

VI1.2.2. Systématique de la plante :

- Reégne : Plantae

- Embranchement : Spermatophyta (Angiospermae)
- Classe : Dicotyledones

- Ordre : Aristolochiales

- Famille : Asteraceae

- Genre : Artemisia

- Espece : Artemisia herba alba (Asso)
VI1.2.3. Réparation géographique de la plante :

L’ Artemisia herba alba Asso, est un arbuste largement répondu dans les zones semi-arides
a arides autour du bassin méditerranéen, les steppes de la région irano-touranienne, de la péninsule-
ibérique, I’ Afrique du nord (Algérie, Maroc et Tunisie) et le Moyen-Orient. En Algérie, elle est

abondante dans les larges steppes des hauts plateaux et le désert du Sahara (Bertella, 2019).
VI1.2.4. Composition chimique de la plante :

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés de I’ Artemisia herba alba Asso
dont les plus importants sont les sesquiterpénes lactones tels que les eudesmanolides et les
germacranolides (Marco, 1989).

Les flavonoides détectés dans I’armoise montrent aussi une diversité structurale allant des
flavonoides communs (flavones glycosides et flavonols) jusqu’aux flavonoides méthylés qui sont
trés inhabituel. Les flavonoides glycosides comprennent les O-glycosides tels que quercitine-3-
glucoside et des flavones C-glycosides qui sont rares dans le genre Artemisia, ainsi que dans
I'ensemble des Astéracée (Saleh et al, 1987 ; Salah et Jager, 2005).

En plus des sesquiterpenes lactones et des flavonoides 1’analyse phytochimique a montré
que la composition des huiles essentielles de 1’Artemisia herba alba Asso est riche en

monoterpenes, triterpeénes pentacycliques, santonines, coumarines et tanins (Mohamed et al., 2010).
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VI.2.4. Utilisations traditionnelle et propriétés pharmaceutiques :

En générale, le genre Artemisia a été tres utilisé dans la médecine traditionnelle ainsi que
dans la médecine moderne pour traiter plusieurs maladies telles que les infections urinaires
(Bencheqroun et al, 2012), le diabéte (Bouldjadj, 2009), ’hypertension artériel (Mohamed et al.,
2010), les troubles gastriques tels que la diarrhée et les douleurs abdominales, la cicatrisation des
plaies externes (Seddik, 2010), la bronchite, 1’abces et comme vermifuge (Gharabi et al., 2008).

Plusieurs études scientifiques ont également prouvé ’efficacité de 1’armoise blanche en
tant qu’agent antiparasitaire, antibactérien, antiviral, antioxydant, anti malarien, antipyrétique,
antispasmodique et antihémorragique (Boudjeladl, 2013). Des recherches in vitro ont montré que

la plante inhibe I’action hémolytique des venins de serpents et scorpions (Sellal et Alkofahi, 1996)
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MATERIEL ET METHODES :

I. Matériel :
I.1. Matériel végétal :

Les deux espéces sélectionnées « L’Artemisia herba alba Asso et I’Ajuga iva » ont été
achetées d’un herboriste situé¢ au niveau de la wilaya de Constantine. La partie aérienne de chaque
plante (feuilles, fleurs et tiges) est ensuite lavé puis séché a I’air libre et & I’ombre. Devenue séche,
la partie aérienne de chaque plante est moulue, stockée dans des bocaux fermés hermétiquement

et placée dans un endroit a 1’abri de la lumiére et de la chaleur avant son utilisation.
I.2. Matériel animal :

Les rats utilisés pour I’étude in vivo de ’activité anti-inflammatoire sont des rats males de
souche Wistar albinos, pesant entre 150 et 270 g (au début de I’expérimentation), produits au
niveau de I’animalerie du département de biologie animale, faculté des sciences de la nature et de

la vie, université des fréres Mentouri Constantine 1.

Les rats sont logés dans des cages en plastique ayant un couvercle en acier inoxydable de
dimensions (36cm x25cm) ou chaque cage regroupe 6 rats. Ils ont libre acces a I’eau et a la
nourriture « type d’aliment standard, fournies par I’Office National des Animaux du Bétail de Ain

M’Lila (ONAB) ».

Avant leur utilisation les rats subissent une période d’adaptation de deux semaines au
niveau de ’animalerie a une température ambiante (de 20 a 24°C) et soumis a un cycle de
lumiére/obscurité de 12/12h pour le respect de leur horloge biologique. La litiére utilisée est de la

sciure renouvelée 3 fois par semaine pour garder le bon conditionnement hygiénique des rats.

L’identification individuelle des rats se fait par numérotation au niveau de la queue a l'aide

d’un marqueur permanent.

I.3. Réactifs :

- Les solvants organiques utilisés dans les différents compartiments de cette étude sont de
grade analytique (Le méthanol, 1’éthanol, le formol) ont été fournis par Sigma- Aldrich.

- Les différents acides sont : L’acide ascorbique, I’acide gallique et 1’acide Tannique de
Sigma.

- Les réactifs chimiques sont: L’albumine sérique bovine (BSA) et le trichlorure
d’aluminium (AIClIs), le phosphate de sodium (Na3POs4) ont ét¢ fournis par Sigma-Aldrich,
le Folin-Ciocalteu (FCR) par Biochem.
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- Les sels sont : Bicarbonate de sodium (Na2COs3), Chlorure de Sodium (NaCl), Sodium
phosphate dibasique (NaxHPOs), potassium phosphate dibasique (K2HPOs), potassium
dihydrogéne phosphate (KH2PO4) de Sigma, sodium dihydrogéne phosphate (NaH2POx4)
de Labosi.

- D’autres produits chimiques utilisés : la quercétine, tris base (NH2C(CH20H3)) par Sigma-
Aldrich, le diclofénac sodique fournis par SAIDAL.

1.4. Appareils :

- pH meétre (MeterLab —PHM?210)

- Centrifugeuse (Sigma 3K30)

- Spectrophotométre (Perkin Elmer- UV/Vis Lambda 25)

- Bain-marie (MEMMERT)

-  Etuve (MEMMERT)

- Balance de précision (Explorer OHAUS)

- Agitateur avec plaque chauffante (Kika werk- RCT basic)

- Vortex.

II. Méthodes :

I1.1. Préparation de ’extrait aqueux infusé :

L’extraction des substances bioactives contenues dans la partie aérienne de chaque plante

est réalisée par infusion dans 1’eau distillée bouillon.

Apres broyage de la partie aérienne de chaque plante par un moulin a café et chauffage de
I’eau distillée a 100°C par une plaque chauffant ; 50 g de poudre de la plante « Artemisia herba
alba Asso ou Ajuga iva » sont additionnés a 500 ml d’eau distillée bouillon puis laissé 30 minutes
pour infusion avec agitation de temps en temps. L’infusion obtenu est ensuite filtrée trois fois sur
du coton hydrophile, centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 minutes pour se débarrasser des

débris puis filtré sous vide a I’aide du papier Wattman N°1.

Le filtrat (450 ml & 20) est ensuite séché a 1I’étuve a 40 °C. La poudre obtenue constitue

I’extrait aqueux de la plante.

La congélation des extraits en poudre a -20°C est une condition nécessaire afin de garder
intacte les molécules extraites de la partie aérienne de I’ Artemisia herba alba Asso et de I’ Ajuga
iva.

L’extraction est faite au niveau du laboratoire de Génie Microbiologique et Applications

de ’université Mentouri Constantinel.
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50g de la partie aérienne de chaque plante (broyé)
+

500ml d’eau distillée bouillon «100°C »

-

[ Infusion pendant 30 min ]

-

[ Centrifugation a 3000 tours/min ]

-

Filtration sous vide avec du papier filtre (Extrait sous
forme aqueux)

-

[ Séchage par étuve a 40C° ]

-

[ Extraits aqueux (Poudre) conservés a -20C° ]

Figure 8 : Protocole de préparation d’extrait aqueux de la partie aérienne d 'Artemisia herba alba

Asso et d’Ajuga iva

I1.2. Rendement de I’extraction :

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres séchage, et exprimé en

pourcentage (%) par rapport a la masse initiale de la poudre soumise a I’extraction. Il est calculé

suivant la formule présentée ci-dessous :

R (%) = [M / M0] X 100

R (%) : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de 1’extrait sec obtenu

MO : Masse en gramme de la poudre végétale utilisée (50g)
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I1.3. Méthodes de caractérisation quantitative des polyphénols et des flavonoides :

Les tests phytochimiques sont des techniques qui permettent de déterminer les différents

groupes chimiques contenus dans un organe végétal par des réactifs chimiques spécifiques.

La caractérisation quantitative des extraits aqueux des deux plantes a été réalisée de la

manicre suivante :
I1.3.1. Dosage des polyphénols totaux :

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie en utilisant le réactif
colorimétrique Folin-Ciocalteu, suivant le protocole appliqué en 2006 par Wong et ses

collaborateurs.
I1.3.1.1. Principe :

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotométre UV-Vis en utilisant I’essai de Folin-Denis ou généralement Folin-Ciocalteu.
Cette méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique
(WO42) phosphomolybdique (MoO42") de réactif de Folin par les groupements oxydables des
composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces
derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans 1I’échantillon (Georgé et al., 2005).
11.3.1.2. Mode opératoire :

Dans des tubes a essai, 125 ul de chaque extrait est mélangé avec 500 pl d’eau distillée et
125 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (FCR). Apres 5 minutes, et afin de stabiliser la réaction, 1250
ul de 2% bicarbonate de sodium (Na2CO3) et 1000 pl d’eau distillée sont ajoutés. Apres une
incubation du mélange réactionnel pendant 90 minutes a température ambiante et a 1’obscurité,

I’absorbance est mesurée a 760 nm.

La courbe d’étalonnage est effectuée par 1’acide gallique et 1’acide tannique a différentes
concentrations (0-500 pg/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les
résultats sont ainsi exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique ou d’acide tannique par g poids

sec de I’extrait (mg EAG/g EXT), (mg EAT/g EXT). Toutes les mesures sont répétées 3 fois.

Les solutions meres des échantillons a doser ainsi que la gamme étalon sont préparées le

méme jour et dans les mémes conditions opératoires.
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I1.3.2. Dosage des flavonoides totaux :
I1.3.2.1. Principe :

Le dosage des flavonoides des deux extraits a été réalisé selon la méthode de Bahorun et
ces collaborateurs (1996). Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des
métaux (Fe*?, Al™), Ceci traduit le fait que le métal perd 2 électrons pour s’unir a 2 atomes
d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons. La couleur jaune
produite posseéde une absorbance maximale a 430 nm, I’intensité de coloration est proportionnelle

a la quantité des flavonoides présente dans 1’extrait (Ribéreau-Gayon, 1968).
I1.3.2.2. Mode opératoire :

Dans des tubes a essais ,1 ml de chaque extrait préparé dans du méthanol est ajouté a un
volume égal d’une solution d’AlCI3-6H20 (trichlorure d’aluminium 2%, dans le méthanol). Le

mélange est vigoureusement agité et 1'absorbance est lue a 415 nm aprés 1heure d’incubation.

La courbe d’étalonnage est effectuée par la quercétine a différentes concentrations (0-300
ng/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi exprimés
en mg d’équivalent de quercétine par g poids sec de I’extrait (mg EQ/g EXT). Toutes les mesures

sont répétées 3 fois.
11.4. Méthodes de I’évaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro :

I1.4.1. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la dénaturation

thermique des protéines (Albumine sérique bovine BSA) :
I1.4.1.1. Principe :

Afin d’évaluer I’activité anti inflammatoire des extraits de plantes, nous avons appliqué le
test d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines décrit par Kandikattu (2013). Le
principe consiste a I’inhibition de dénaturation du BSA, provoquée par la chaleur 72°C, par les

extraits de plantes.
11.4.1.2. Mode opératoire :

Pour d’évaluer D’activité anti-inflammatoire, une gamme de concentrations de chaque
extrait végétal, allant de 0 @ 10 mg/ml, est réalisée. 1ml de chaque dilution est ajouté a 1 ml de la
solution de BSA a 0,2 % préparée dans le Tris-HCI (0,05 M a pH 6,6). Le mélange est ensuite
incubé a 37 C" pendant 15 min puis a 72°C pendant 5 min. A la fin de I’incubation, et aprés ’avoir
vortexé, le mélange est refroidi rapidement, puis la turbidité est mesurée a 660 nm a I’aide d’un

spectrophotométre.
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Pour chaque concentration d’extrait, un blanc constitué¢ de Iml d’extrait et de 1ml de Tris-
Hcl (0,05 M a pH 6,6) est préparé. Ce blanc a pour but de soustraire 1’absorbance de 1’extrait et du

Tris-Hel des résultats obtenus.

Dans ce test, le diclofénac a été utilisée comme anti-inflammatoire de référence.
L’évaluation de son activité anti-inflammatoire a été effectuée dans les mémes conditions

opératoires que celles appliquées aux échantillons.

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de 1'albumine sérique bovine (BSA) a été

déterminé en utilisant la formule suivante :

[(DO controle—DO blanc) - (DO échantillon — DO blanc)]
Protection (%) = X100
rotection (%) (DO controle—DO blanc)

- DO Blanc : Absorbance de I’extrait sans BSA
- DO Echantillon : Absorbance de I'échantillon ou standard (test).

- DO Controle : Absorbance solvant utilisé pour les extraits et du BSA.

I1.4.2. Evaluation de activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de stabilisation des

membranes (Activité anti-hémolytique) :

L'activité anti-inflammatoire peut étre étudiée in vitro en utilisant la membrane des
globules rouges car elle est analogue a la membrane lysosomale et pourrait étre extrapolée a la
stabilisation de la membrane lysosomale. Sa stabilisation par un médicament ou par des
échantillons peut étre considérée comme une mesure de l'activité anti-inflammatoire in vitro.

L’objectif de cette étude est I’évaluation de la capacité des extrait aqueux de /’Artemisia
herba alba Asso et de I’Ajuga iva a empécher I’hémolyse des globules rouges des rats (GRr),
induite d’une part par un stress osmotique et thermique en méme temps. L’exposition des
érythrocytes a une concentration saline hypotonique et a la chaleur conduit a la rupture de leurs
membranes avec libération de leur contenu cytoplasmique (hémoglobine). L'intensité de

I'hémolyse est estimée par la mesure de 1'absorbance de I'hémoglobine libérée
11.4.2.1. Préparation de la suspension des globules rouges :

Le sang utilisé pour préparer les suspensions sanguines a été prélevé sur rats males de
souche Wistar albinos. 11 a été prélevé au niveau de I’ceil par ponction dans le sinus retro-orbital

et mis dans des tubes contenant de 1’héparine pour prévenir la coagulation.

Une fois collectée, il a été centrifugé a 1300 g pendant 10 min a 4°C pour séparer les

érythrocytes des autres ¢léments constitutifs du sang. Aprés avoir retiré le plasma, le culot
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érythrocytaire est lavé trois fois successives avec de 1’eau physiologique (0,9 % NacCl) jusqu’a
I’obtention d’un surnageant clair en centrifugeant a chaque fois a la vitesse 1300g, pendant 5 min.
Le volume de globules rouges a été mesuré afin de préparer une suspension de globules rouges de

10 % (v/v) avec du tampon phosphate salin (PBS pH 7,5 ; 0,9 % NaCl).
11.4.2.2. Test de I’innocuité des extraits vis-a-vis des globules rouges :

Avant de s’intéresser aux propriétés de stabilisation membranaire des extraits de plantes,
un test d’innocuité vis-a-vis des cellules érythrocytaires est nécessaire, afin de cibler les

concentrations a utiliser.
e Mode opératoire :

Pour ce test, une gamme de concentrations des extraits aqueux d’Artemisia herba alba Asso
et d’Ajuga iva allant de 0 a 10 mg/ml a été préparée dans un tampon phosphate salin (pH 7,4 ;
0,9% NaCl). 800 pl de différentes concentrations des deux extraits a tester a ét¢ mélangée avec
200 pL de la suspension de globules rouges a 10 %. Le mélange a été incubé a 37 °C pendant 30
min, puis centrifugé a 1300g pendant 10 min. L’absorbance du surnageant a ét¢ lu a 560 nm, a
I’aide d’un spectrophotometre. Le diclofénac est utilis¢é comme molécule de référence dans cette

expérience.

Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, un controle incluant
200 uL de la suspension de globules rouges et 800 uL d’eau physiologique ou de I’eau distillé, a
la place de I’extrait, a été préparé pour vérifier I’état des globules rouges ou le 100 % d’hémolyse,

respectivement.

Pour chaque concentration d’extrait ou de standard, un blanc constitué de 0,8 ml d’extrait
et de 0,2 ml de tampon phosphate salin (PBS pH 7,5 ; 0,9 % NaCl) est préparé. Ce blanc a pour

but de soustraire 1’absorbance de 1’extrait et du PBS des résultats obtenus.

Le pourcentage d’hémolyse est calculé comme suit :

(DO échantillon — DO blanc)]
(DO controle—DO blanc)

% d’hémolyse= X100

- DO Blanc : Absorbance de I’extrait
- DO Echantillon : Absorbance de I'échantillon ou standard (test).
- DO Controle : Absorbance du contrdle (100 % d’hémolyse).
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11.4.2.3. Evaluation de D’effet des extraits aqueux des plantes sur la stabilisation de la
membrane des globules rouges :

Le test se base sur I’effet des extraits aqueux des plantes étudiées sur la stabilisation des
érythrocytes, aprés induction de 1I’hémolyse par une solution hypotonique associée a une

température élevée, selon le protocole de Ganesh Gadamsetty et ces collaborateurs (2013).
e Mode opératoire :

Dans des tubes a essais, 0,5 ml d’extraits aqueux des plantes (dissous dans NaCl 0,9%),
1.5 ml du tampon phosphate (0,15 M, pH 7,4) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl a 0,36 %)
ont été mélangés et incubés a 37 °C pendant 20 min. Par la suite, un volume de 0,5 ml de la
suspension des érythrocytes (10 %) a été rajouté dans chaque tube, enchainé d’une incubation, a
56 °C pendant 30 min. Les tubes ont ét¢ mis dans de I’eau ambiante pendant 20 min, afin d’arréter
la réaction ensuite centrifugé, a 1300g pendant 5 min. La lecture d’absorbance du surnageant est

faite a 560 nm, a I’aide d’un spectrophotomeétre,

Le controdle consiste en un mélange de 2 ml de la solution hyposaline, 2 ml du tampon PBS,

0,5 ml de la suspension de globules rouges et 0,5 ml d’eau physiologique.

L’acide gallique est utilis¢ comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les

mémes concentrations que 1’extrait.

Pour chaque concentration d’extrait ou de standard, un blanc est préparé. Ce blanc a pour

but de soustraire 1’absorbance de 1’extrait et du PBS des résultats obtenus.

Le pourcentage d’hémolyse est calculé comme suit :

DO échantillon — DO blanc
( ) X100
(DO controle—DO blanc)

% d’hémolyse=

- DO Blanc : Absorbance de I’extrait
- DO Echantillon : Absorbance de I'échantillon ou du standard (test).
- DO Controle : Absorbance du contrdle (100 % d’hémolyse).

I1.5. Méthode de I’évaluation de ’activité anti-inflammatoire in vivo :

IL.5.1. Induction de I’cedéme inflammatoire aigu de la patte de rat par le formol :

L’activité anti-inflammatoire des extraits aqueux d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga
iva a été évaluée in vivo, par la méthode de 1’cedéme de la patte de rat induit par le formol selon la

méthode de Rahmani et ces collaborateurs (2016).
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L'cedéme est provoqué par l'injection dans I'aponévrose de la plante du pied d’une solution

de formol a 1%. Selon laquelle I’inflammation est induite par injection de formol au niveau de la

voute plantaire de la patte droite du rat. L’cedéme causé par cet agent photogeéne sera traduit en

volume et mesuré ce qui permet de suivre I’évolution du processus inflammatoire (Rahmani et

al.,2016). Pour les témoins, un volume équivalent de chlorure de sodium a 0.9 % a été administré

dans l'aponévrose de la plante du pied.

I1.5.2. Traitement des animaux :

Les rats répartis en 4 lots de 6 (6 normaux et 18 traités par le formol) ont été pesés puis mis

a jeun 12 heures avant 1’expérimentation. Pour chaque rat, le volume initial (VO) de la patte

postérieure droite a été mesuré avant les traitements. Les différents traitements ont ét¢ administrés

par voie intra-péritonéale :

» Groupe I (6 rats) : Formol témoin ou contréle négatif : Les rats recoivent par voie intra

péritonéal de 1’eau physiologique en raison de 10 ml/kg et 30 min apres, 2,5ml / kg de
formaldéhyde 1%dans la volte plantaire de la patte droite du rat.

Groupe 11 (6 rats) : Formol + Extrait aqueux de I’Artemisia herba alba Asso : Les rats
recoivent par voie intra péritonéal 1’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso en raison
de 200 mg/kg et 30 min apres, 2,5ml / kg de formaldéhyde 1% dans la voite plantaire de
la patte droite du rat.

Groupe III (6 rats) : Formol + Extrait aqueux de I’Ajuga iva: recoit par voie intra
péritonéal 1’extrait aqueux d’Ajuga iva en raison de 200 mg/kg et 30 min apres, 2,5ml / kg
de formaldéhyde 1% dans la votte plantaire de la patte droite du rat.

Groupe VI (6 rats) : Formol + Diclofénac : regoit par voie intra péritonéal une dose de
10 mg/kg de diclofénac et 30 min apres, 2,5ml / kg de formaldéhyde 1% dans la voite

plantaire de la patte droite du rat.

Les volumes des pattes injectées ont €t¢ mesurés 0, 30, 60, 120, 180 minutes apres injection

du formol.

L'importance de l'cedéme a été appréciée par la détermination de la moyenne du

pourcentage d'augmentation (%AUG) du volume de la patte de rat suivant la formule :

. _ (VE-V0)]
Yo AUG= O X100

Vt : Volume de la patte au temps t quelconque.

V0 : Volume initial de la patte (TO : avant injection du formol).
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L'activité¢ anti-inflammatoire a été évaluée par le calcul du pourcentage d'inhibition

(%INH) de I'eedéme selon la formule :

%AUGTemoin —% AUGTraité
(% d ) X100

0 =
% INH (%AUGTemoin)

I1.6. Evaluation statistique :

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2019. Les résultats
des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type. Les valeurs d’IC50 (concentration
inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [%

inhibition = f (concentrations)].
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I. Rendement de I’extraction :

Les résultats des rendements et caractéristiques des extraits aqueux de la partie aérienne
d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva sont représentés dans le tableau numéro 6. Nous
avons constaté que le rendement le plus €levé et celui de 1’extrait aqueux d’Artemisia herba alba

Asso (11,324 0,28%) suivi par I’extrait aqueux d’Ajuga iva (8,08+ 0,02%).

Tableau 6 : Le rendement des extraits aqueux d d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva :

Le poids du Le poids des
Le rendement en
matériel végétal Les extraits Aspect Couleur extraits poudre en %)
(1)
en (g) ®
EXT AQART | Poudre | Marron foncé 5,66 11,32+ 0,28
50
EXTAQAJU | Ppoudre | Marron clair 4,04 8,08+ 0,02

Ces résultats ne concordent pas avec ceux enregistrés par Cherif et Louzini (2016) et
Beddazekri et Ghemam (2017) auxquels ils ont enregistré des rendements plus élevés pour les
deux plantes (18,8% 0,80% pour 1’Artemisia herba alba Asso et 13,1 % pour I’Ajuga iva).
Cependant nos résultats pour I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso s’accordent avec ceux

publiés par Habera et Laoudi (2019) qui ont enregistré un rendement del5,68 + 0,40%.

Les rendements d’extraction dépendent de plusieurs facteurs a savoir la méthode et les
conditions expérimentales dans lesquelles I’extraction a été effectuées (le temps de macération, la
température, le choix du solvant) (Telli et al, 2010 ; Dent et al., 2013). Le contenu en compos¢€s
chimiques, I’origine géographique (climat et sol), la saison de la récolte, les conditions et la durée
de stockage, les parties de la plante utilisées dans I’extraction influencent également le rendement

d’extraction (Fellah et al., 2006).

I1. Caractérisation quantitative des extraits de plantes :

I1.1. Teneur des extraits en polyphénols :
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique

adaptée de Wong et ces collaborateurs (2006) avec le réactif de Follin-Ciocalteu.

- 40 -



Résultats et discussion

La teneur en composé phénolique des extraits aqueux d’Artemisia herba alba Asso et
d’Ajuga iva ont été calculées a partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique et une autre
d’acide tannique, exprimés en ug/ml, en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe
d’¢talonnage (Pour I’acide gallique : y=0,0035x-0,367 avec un coefficient de corrélation
R>= 0,9909 et pour l’acide tannique: y= 0,002x-0,010 avec un coefficient de corrélation

R?=0,996), comme indiqué ci-dessous ;

Acide Gallique
2,000
1,800 y=0;0035x—0;0387 =
R = 0,9909 -

g =
1,200 /

1:000 /

0,800 {T/

e —

0,200 /

0,000 / . . . : : .
0 100 200 300 400 500 600
Concentration de 1'acide gallique en pg/ml

Absorbance a 760 nm
©

Figure 9(a) : Droite d’étalonnage de 1’Acide Gallique ((Moyenne = SD de trois essais)

Acide Tannique

1,400

y =0,0026x - 0,0103
1,200 A-00LS /°

1,000 /
0,800 //

0,600

0,400 /

0,200 /

0,000 Oﬂ/

0 100 200 300 400 500 600
Concentration de I'acide tannique en pg/ml

Absorbance a 760 nm

Figure 9(b) : Droite d’étalonnage de 1’Acide Tannique ((Moyenne + SD de trois essais)
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Les résultats des taux en polyphénols pour les deux extraits aqueux sont représentés dans
la figure 10 (a). Nous avons obtenu une valeur de 94,50 + 0,33 mg EAG/g EXT dans I’extrait
aqueux d’Artemisia herba alba Asso et 42,69 + 0,99 mg EAG/g EXT dans I’extrait aqueux d’Ajuga
iva. Selon les valeurs enregistrées nous avons remarqué que 1’extrait aqueux d’Artemisia herba

alba Asso est le plus riche en polyphénols.

Taux des polyphénols en mg EAG/g EXT

110,00
100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

94,50

42,69

EXT AQ ART EXT AQ AJUG

Figure 10(a) : Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits équivalant d’acide gallique.

Les mémes remarques ont été enregistrées (figure 10(b)) a partir de la courbe d’étalonnage
d’acide tannique ou nous avons constaté le taux en polyphénols de I’extrait aqueux d’Artemisia
Herba Alba (105,36 + 0,44 mg EAT/g EXT) plus élevée que celui de I’extrait aqueux d’A4juga iva
(35,62+ 1,33 mg EAT/g EXT).

Taux des polyphénols en mg EAT/g EXT
120,00

100,00
80,00
60,00
40,00 35,62

20,00

0,00

EXT AQ ART EXT AQ AJUG

Figure 10(b) : Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits équivalant d’acide Tannique.
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Le taux en composés phénoliques que nous avons enregistré pour l’extrait aqueux
d’Artemisia herba Alba concorde avec les résultats de Djidel et ces collaborateurs (2012) (133,43
mg EAG/g EXT), Cherif et Louzini (2016) (0,821+ 0,061 mg EAG/g EXT) et Habera et Laoudi
(2019) (97,17 mg EAG/g EXT).

Concernant I’extrait aqueux d’Ajuga iva, nos résultats sont largement €levés que ceux
enregistré par Bougandoura (2011) et Beddazekri et Ghemem (2017) (10,44 mg EAG/g EXT et
9,25 mg EAG/g EXT respectivement).

Les teneurs des polyphénols totaux déterminées ne sont pas des mesures absolues des
quantités des phénols du matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité réductrice
relative a une capacité réductrice équivalente a 1’acide gallique (EAG). Les valeurs obtenues par
la méthode colorimétrique fournie des informations directes sur la quantité des groupes phénolique
antioxydant de ’extrait qui dépend essentiellement du nombre des groupes hydroxyles de ce

derniers (Balasunderam et al., 2006).

Le profil polyphénolique des extraits de plantes peut varier sous ’influence de divers
facteurs parmi lesquels ; le type de la plante, les conditions environnementales, les conditions
climatiques ainsi que les conditions de stockage, la période de collecte, la maturité et les facteurs

génétiques (Falleh et al., 2008).

Le contenu phénolique dans les extraits des deux plantes dépend également du type
d’extrait, c’est a dire de la polarit¢ du solvant utilis¢ dans I’extraction. Chirinos et ces
collaborateurs (2007) affirment que I’extraction par I’eau pure meéne a un extrait ayant une teneur
¢levée en impuretés (acides organiques, glucides, protéines solubles) qui peuvent interférer dans
le dosage des composés phénoliques. D’apres Cazes (2005), les substances moins polaires (dérivés
d’acides phénoliques) ne sont pas isolées quantitativement en utilisant 1’eau pure comme solvant

d’extraction.

Le type de standard utilisé (Acide gallique, acide tannique ou autre) peut aussi changer les

résultats.

I1.2. Teneur des extraits en flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalis¢ selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3) adaptée de Bahroum et ces collaborateurs (1996). La quercétine a été utilisé comme étalon
et ’absorbance a été lue dans une langueur d’onde de 415 nm. Les résultats obtenus sont
représentés dans un courbe d’étalonnage (figure 11), ayant 1’équation : y=0,025x+0,093 avec un

coefficient de corrélation R?>=0,973, comme indiqué ci-dessous :
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Quercétine
2,500
y =0,0254x + 0,0932
R2=0,973
2,000 ’ /0
=
= )
g
b=
T 1,500
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= )
<
2 1,000
(=3
7]
=
<«
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0,000 r . . . . . . . .
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Concentration de la quercétine en pg/ml

Figure 11 : Droite d’étalonnage de la quercétine (Moyenne + SD de trois essais)

La figure 12 montre que ’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso contient plus de
flavonoides (31,14 = 1,90 mg EQUE/g EXT) comparativement a I’extrait aqueux d’Ajuga iva
(23,74 + 1,21 mg EQUE/g EXT). Ces résultats sont en corrélation avec ceux des polyphénols.

Taux des Flavonoides en mg EQUE/g EXT

35,00
31514

30,00

23.74

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00
EXT AQ ART EXTAQ AJUG

Figure 12 : Teneurs en flavonoides totaux dans les extraits aqueux équivalant quercétine
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Les résultats de I’extrait aqueux d’Artemisia herba Alba sont en accord avec ceux publiés
par Habera et Laoudi (2019) qui ont enregistré un taux de 35,61 mg EQUE/g EXT. Ceci confirme
la richesse de la plante étudiée en flavonoides. Cependant, ces résultats restent largement inférieurs

a ceux de Saoudi et ces collaborateurs (2010) (131,89mg EQUE/1g EXT).

Par contre, la teneur en flavonoides pour I’extrait aqueux d’4juga iva obtenue dans notre
étude a été largement supérieur a celle enregistré par Bougandoura (2011) (0,629 mg EQUE/1g
EXT) et Beddazekri et Ghemam (2017) (7,37mg EQUE/1g EXT).

D’aprés Lapronik et ces collaborateurs (2005), Le dosage des flavonoides est bas¢ sur la
solubilisation des composés flavonoidique dans les solvants. Une solubilité¢ qui dépend du nombre,

du type et de la position de la liaison des glucides avec les flavonoides.

De méme, plusieurs études ont montré que les facteurs extrinséques, tels que les facteurs
géographiques, facteurs climatiques, les facteurs génétiques, le degré de maturation de la plante et
la durée de stockage peuvent influencer fortement la teneur des flavonoides dans les extraits

(Aganga et Mosase, 2001).

La concentration des flavonoides dans les extraits des plantes dépend également type de

standard utilisé (quercétine) qui peut aussi changer les résultats (Ghedadba, 2015).
I1I. Activité anti-inflammatoire in vitro :
I11.1. Inhibition de la dénaturation thermique des protéines (BSA) :

La dénaturation des protéines est parmi les causes de 1’inflammation (Barros et al, 2008 ;
Bagad et al, 2011). La production d’auto-antigeénes dans les maladies inflammatoires peut étre due
a la dénaturation des protéines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a
I’altération des liaisons électrostatique, hydrogene, hydrophobe et disulfure qui maintien la

structure tridimensionnelle des protéines (Mizushima, 1964 ; Barros et al., 2008).

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phénylbutazone et
I’indométacine n’inhibent pas seulement la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires, mais
inhibent aussi la dénaturation des protéines (Sangeetha et al., 2011). IIs empéchent la dénaturation

d'albumine traitée par la chaleur a pH physiologique.

La figure 13 représente la variation du pourcentage de protection vis-a-vis de la
dénaturation thermique du BSA en fonction des différentes concentrations en extrait. Ces résultats
sont comparés a ceux enregistrés pour le diclofénac, considérée dans ce test comme molécule de

référence.
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Inhibition de la dénaturation thermique du BSA

b= EXT AQ Artemisia herba alba Asso o—EXT AQ Ajuga iva =& Diclofénac
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Figure 13 : Pourcentages d’inhibition de la dénaturation du BSA

D’apres les résultats, il semble qu’il y a une relation proportionnelle entre I’augmentation
de la concentration et le pourcentage de la dénaturation de BSA par le diclofénac et par les deux

extraits aqueux des plantes étudiée.

Nos résultats montrent que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation du BSA pour les
extraits était inférieur a celui du diclofénac pour toutes les concentrations utilisées. Pour une
concentration de 0,1 mg/ml le diclofénac a relevé un pourcentage d’inhibition maximale de la
dénaturation du BSA de 99,37 £ 0,30%. Concernant les deux extraits, pour une concentration
Img/ml, le pourcentage d’inhibition de la dénaturation du BSA est de 101,72 £0,01% pour I’extrait

aqueux d’Artemisia herba alba Asso et 67,78 + 0,44% pour ’extrait aqueux d’Ajuga iva.

La capacité anti-inflammatoire des différents extraits a été déterminée a partir de 1’'1C50,
c’est la concentration nécessaire pour réduire 50 % du BSA. Nous avons déterminé pour chaque
extrait, la concentration nécessaire pour réduire 50 % du BSA ou IC50. A partir des équations des

régressions linéaires des graphes. Les valeurs sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau 7: le pouvoir anti-inflammatoire in vitro (exprimé par ICso (en pg /ml)) d’un anti-inflammatoire
de références et des extraits testés

ICsp+Ecart type (En pg /ml)

Diclofénac 035,29+ 2,99
EXT AQ A4 isia h

Q Artemisia herba 136,314 5,14
alba Asso
EXT AQ Ajuga iva 630,14+5,19
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D’apres les résultats présentés dans le tableau numéro 7, I’IC50 obtenu pour le diclofénac,
utilis¢ comme molécule de référence, est largement inférieur a celle de I’extrait aqueux
d’Artemisia herba alba Asso et de I’ Ajuga iva (35,29 £ 2,99 pg /ml contre 136,31 £+ 5,14 pg /ml
et 630,14 £5,19 pg /ml respectivement).

D’apres ces résultats, on peut conclure que les extraits aqueux d’Artemisia herba alba Asso
et d’Ajuga iva possédent une activité anti-inflammatoire par inhibition de la dénaturation des
protéines. Les deux plantes sont donc capables d’inhiber la production d’auto-antigénes protéiques
induisant une réponse immunitaire et participant ainsi a I’entretien de I’inflammation ce qui a pour
incidence de nombreuses maladies inflammatoires notamment la polyarthrite rhumatoide (Sharma,

2011 ; Habibur et al., 2015).

I11.2. Activité anti-hémolytique :
I11.2.1. Innocuité des extraits vis-a-vis de la cellule érythrocytaire :

Les taux d’hémolyse obtenus apres incubation des érythrocytes en présence des extraits
aqueux d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva sont calculés en référence a un témoin positif
(GR avec I’eau distillée) et a un témoin négatif (L’extrait avec le tampon phosphate salin). Ces

résultats sont regroupés dans 1’histogramme suivant (figure 14):

m Ext AQ Artemisia herba alba Asso Ext AQ Ajuga iva Diclofénac
120 -
98,21 98,02
100 - I
84,03
7 1
= 80 1 73,11
é 58,3 64,32 59,89
= 60 - 655 40 2
= 41,50
2 40 B
° 3.79 2038 12396 i
20 - 4,75
49334 /5 694,65 914’8911 I 89+ ,8815 ,29 25 15 ,20
0 LMt e - o » = 2
0 0.025 0,05 0,25 2,5 5 10
Concentratlon en mg/ml

Figure 14 : Pourcentage d’hémolyse en fonction de la concentration des extraits aqueux des
plantes

Les résultats que nous avons enregistrés montrent que 1’extrait aqueux d’4juga iva présente
une activité hémolytique modérée allant de 3,79% + 0,38 a 5,2% + 0,27 a des concentrations

variant de 0,025 a 10mg/ml.

-47 -



Résultats et discussion

Ces résultats, ne concordent pas avec ceux d’Abbou (2016) et de Chihani et Oukas (2018)
qui ont remarqué, qu’a une concentration de 2 mg/ml, I’4juga iva possede un effet hémolytique

tres €levé (71,31%).

Gangwar et ces collaborateurs (2014) suggérent qu’une hémolyse de 14% par I’extrait
aqueux de Mallotus philippenensis a la concentration de 100 pg/ml est considérée comme un taux

non hémolytique et que cet effet protecteur pourrait étre attribué aux composés phénoliques.

Selon Bonarska-kujawa et ces collaborateurs (2011), les composés phénoliques
s’incorporent dans la couche hydrophile externe et n’ont aucun effet sur la fluidité de la partie
hydrophobe. Ainsi I’action protectrice des ces composés en ce qui concerne les membranes

biologiques dépend du taux d’incorporation dans la partie hydrophile de cette derniére.

Nos résultats indiquent également que la lyse des érythrocytes est proportionnelle a
I'augmentation de la concentration de I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso et le diclofénac
ou on a constaté un faible taux d’hémolyse a une concentration de 0,25 mg/ml (respectivement
23,96 +0,51% et 6,15 +£0,40%) par rapport a I’hémolyse trés élevé a une concentration de
10mg/ml (respectivement 73,11 + 2,44% et 84,03 + 0,59%). La toxicité de I’ Artemisia herba alba

Asso pourra étre attribuée a sa richesse en alcaloides et en polyphénols.

I11.2.2. Effet protecteur des extraits vis-a-vis d’un stress osmotique associé a un stress

thermique :

Les membranes plasmatiques demeurent des structures fluides et le maintien de la fluidité
est un prérequis, pour la fonction, la viabilité, la croissance et la reproduction des cellules (Portier
etal, 2007). De ce fait, des modeles divers ont été proposés et employés pour examiner l'efficacité
anti-inflammatoire des extraits de plantes, notamment le test de stabilisation de la membrane de
globule rouge, via I’exposition des érythrocytes a une solution hypotonique, ainsi qu’a une
température élevée, en raison de la ressemblance de la membrane de lysosome avec celle du

globule rouge (Reshma et al., 2014 ; Oyedapo et al., 2015).

Les résultats de I’effet protecteur des extraits aqueux d’Artemisia herba alba Asso et
d’Ajuga iva contre I’hémolyse des globules rouge induite par une solution hypotonique associée a
une chaleur, sont présentés dans la figure numéro 15. Pour ce test, I’acide gallique est utilisé

comme molécule de traitement anti-inflammatoire.
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Figure 15 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis du stress osmotique et thermique en
fonction des différentes concentrations des extraits aqueux des deux plantes.

Selon Vidhya et Udayakumar (2016), lorsque les cellules érythrocytes sont exposées a la
chaleur et une solution hypotonique elle provoque la lyse de sa membrane accompagnée par
I’hémolyse et I’oxydation d’hémoglobine.

D’apres la figure ci-dessus on a enregistré un effet protecteur maximal de 75,50+ 3,19%
de I’acide gallique a une concentration de 100 pg/ml. Cet effet protecteur, commence a diminuer
progressivement a partir de 200 pg/ml. On a constaté également que 1’extrait aqueux d’Artemisia
herba alba Asso et celui d’Ajuga iva présentent des effets inhibiteurs d’hémolyse des globules
rouges proches aux concentrations de 6,25 pg/ml a 400 pg/ml. Au-dela de cette concentration,
I’efficacité de 1’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso via la stabilisation de la membrane
des érythrocytes est supérieure a celle de I’4juga iva (46,33 = 0,31% contre 34,32 + 0,84%). Par
ailleurs, le traitement des érythrocytes par I’acide gallique présente une inhibition d’hémolyse

nettement supérieure a celle obtenue avec les extraits de plantes aux concentrations testées.

Les résultats que nous avons obtenus pour 1’4juga iva sont proches a ceux de Yahoui et
Meriem (2018), qui ont montrées que ’extrait éthanolique d’Ajuga iva protége la membrane
érythrocytaire humaine avec un pourcentage d’inhibition maximale de 67 % a la concentration

800pug/ml.

Chaudhuri et ces collaborateurs (2007) suggérent que les polyphénols peuvent étre
responsable de cet effet anti-hémolytique, en stabilisant la membrane des globules rouges contre
la lyse osmotique. Ils suggerent également que les flavonoides inhibent la peroxydation lipidique
dans les membranes érythrocytaires et en méme temps améliorent leur intégrité contre la lyse

hypotonique.

- 49 -



Résultats et discussion

Selon Kesharwani et ces collaborateurs (2012), les composés phénoliques ont aussi la
capacité de se fixer sur le site actif de la NADH-cytochrome réductase, ce qui active le complexe

PMRS et donc agit contre 1’oxydation de 1’érythrocyte.

VI. Effet anti-cedémateux des extraits (Activité anti-inflammatoire in vivo) :

L’inflammation aigue se caractérise par des symptomes locaux classiques, telle la chaleur,
la rougeur, la douleur et I’cedéme ou la tuméfaction. En effet, les différents médiateurs pro-
inflammatoires sécrétés dans le site inflammatoire, notamment les prostaglandines, exercent leur
action localement en augmentant la perméabilité des capillaires et causant alors 1’infiltration d’un
exsudat (Okombe et Nzuzima, 2019). Par conséquence, I’cedéme formé comprime les terminaisons
nerveuses et agit sur le centre hypothalamique, ce qui se traduit souvent par une sensation des

douleurs (Etameloe et al., 2018).

L’cedéme induit de la patte constitue un modele expérimental reproductible et concéde une
bonne valeur prédictive pour le criblage des agents anti-inflammatoires (Lu et al, 2006 ; Cabrini

et al., 2011 ; Okombe et Nzuzima, 2019).

Dans la présente étude, I’cedéme de la patte, qui a été induit par le formol chez les rats a
nous permis d’évaluer I’effet anti-cedémateux des extraits d’ Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga
iva en suivant le taux d’augmentation du volume de la patte en fonction du temps. La variation de
I’cedéme a été mesurée une heure aprés I’administration des différents produits par intra
péritonéale. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux d’un médicament le diclofénac qui est

un anti-inflammatoires non stéroidiens et a ceux du contrdle physiologique.

Tableau 8: Effet des différents extraits et du diclofénac sur 1’cedéme induit par le formol :

Traitement Dose Oh 1h 2h 3h
Volume de la patte Volume de la patte Volume de la patte Volume de la patte
droite (Moyenne + droite (Moyenne £ SD)  droite (Moyenne + SD) droite (Moyenne +
SD) ml ml ml SD) ml
Témoin (Eau
. . 0 0,931+0,081 1,097+ 0,081 1,236+ 0,062 1,312+ 0,114
physiologique)
Diclofénac 10 mg/ml 1,083+0,069 1,166+ 0,043 1,250+ 0,091 1,277+0,086
Ext AQ
d’Artemisiaherba 200 mg/ml 1,138+0,068 1,201+ 0,071 1,388+ 0,136 1,278+ 0,097
alba Asso
Ext A
Xt Q . 200 mg/ml 1,069+ 0,110 1,138+ 0,090 1,146+ 0,157 1,208+ 0,126
d’Ajugaiva
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Chez les témoins négatifs, I’injection du formol 1% dans la patte postérieur droite des rats
témoins cedémateux provoque un cedéme qui passe de 0,93 1ml+ 0,081 ml a 1,097 + 0,081ml dans
la premiére heure puis a 1,236+ 0,062ml dans la deuxiéme heure et 1,312 + 0,114ml dans la
troisieme heure (Tableau 8). Ces valeurs correspondent a des pourcentages d’augmentation des
volumes d’cedémes respectifs de 18,03%, 33,83%, et 41,11%. Ces résultats montrent que I’cedéme

maximal a été atteint a la 3éme heure.

Le formol provoque I'inflammation locale lorsqu'il est injecté dans I'aponévrose de la plante
du pied (Sen et Nag, 1991 ; Singh et al., 1997 ; Suzuki et al, 1996) tout comme la carragénine (Bhatt
et al., 1977 ; Ossipov et al, 1995). La cause de cette réaction inflammatoire est la Iésion tissulaire.
Cette lésion tissulaire induit la synthése de I'histamine, des prostaglandines, des leucotriénes
(Ammon et al,1993), du PAF (facteur d'activation plaquettaire), des cytokines, du NO (monoxyde
d'azote) et du TNF (facteur de nécrose tumorale) (Clarke et al., 1996).

En présence de Diclofénac, nous avons enregistré une augmentation moins importante du
volume de la patte dont le maximum était de 18,371% au bout de la troisiéme heure). La Figure
numéro 16 montre les pourcentages d’inhibition de I’cedéme par le Diclofénac de sodium et
I’extrait. Le Diclofénac a prévenu I’cedéme dés la premiére heure (56,90%) avec un maximal de

54,51% a la deuxieéme heure apres injection du formol 1%.

B EXT AQ ART 200 mg/kg =EXT AQ AJUG 200mg/kg DICLOFENAC 10mg/kg
90
79,48

o 80
g 68.64
3 70 61,73
_8 60 56190 54151 55131
S 50
=
£ 40 35,50
=
£ 30
a
$ 20

10

0
60 min 120 min 180 min
Temps (Min)

Figure 16 : Effet des différents extraits et du diclofénac sur I’cedéme induit par le formol (Pourcentage
d’inhibition de 1’cedéme).

Chez les rats traités par les extraits aqueux d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva,

I’inhibition de l'cedéme a été plus efficace que celle obtenue avec le diclofénac a la troisiéme heure

apres injection du formol 1% (70,56% et 68,02% respectivement contre 55,31%).
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L’administration intrapéritonéale de 1’extrait aqueux d’ Artemisia herba alba Asso ala dose
de 200 mg/kg a provoqué une inhibition de I’augmentation des cedémes des pattes de 68,64% dans
la premiére heure puis de 35,50% dans la deuxiéme heure et de 70,56% dans la troisiéme heure.
Pour I’extrait aqueux d’A4juga iva, et pour la méme dose, les cedémes des pattes ont atteint leurs
maximums activités par la réduction de I’augmentation des cedémes des pattes a la 2°™ heure avec
79,48%. Ce résultat confére au deux plantes un mécanisme d’action anti-inflammatoire
comparable a celui des anti-inflammatoires non stéroidiens et pourrait s’expliquée par la présence

des composés bioactifs tels que les composés phénoliques et les saponines (Santengelo, 2007).

De nombreuses études in vivo ont montré que les flavonoides, comme la quercétine et la
rutine, possedent une activité anti-inflammatoire puissante dans les modeles des inflammations
aigués et chroniques en inhibant la peroxydation des lipides, 1’agrégation plaquettaire et la
perméabilité capillaire (Falleh et al, 2008 ; Hussain et al, 2016 ; Li et al, 2016). En effet, les
flavanones, notamment la rutine, sont connue par ses propriétés de protection capillaire et de
l'inhibition de la phospholipase A2 (PLA2) de la modulation du recrutement des neutrophiles
(Selloum et al, 2003). En outre, la quercétine, en tant qu’un flavonol, présente un potentiel effet
anti-inflammatoire via la réduction de la production de divers cytokine inflammatoire, tels le TNFa
et IL-1 et de I'expression des molécules d'adhésion du type VCAM-1 et du CD8O0 sur les cellules
endothéliales vasculaires en réduisant alors I’extravasation des leucocytes (Li et al, 2016). Par
ailleurs, Le formol induit une inflammation neurogene lorsqu'il est appliqué localement. Cette
inflammation a commencé a accentuer les mécanismes cellulaires impliqués dans la régulation de
la libération des substances pro-inflammatoires par les neurones sensoriels, les tannins semblent
avoir un pouvoir anti-inflammatoire sur ce modele en prévenant la biosynthése des médiateurs
pro-inflammatoires vaso-actifs via un blocage de la libération d’acide arachidonique plaquettaire

et ’action des cyclo-oxygénase et lipoxygénase (Rotelli et al.,2003 ; Ghedira, 2005).

Les résultats obtenus dans ce test permettent d’affirmer aussi que D’activité anti-
inflammatoire des extraits des deux plantes est liée en grande partie a I’effet des extraits sur
I’infiltration des cellules inflammatoires ainsi que leurs médiateurs libérés dans le site
inflammatoire. Pour cela, la migration cellulaire et la production de certains médiateurs clés de

I’inflammation sont vérifié¢ dans la présente étude.
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Aujourd’hui, la thérapie via les plantes médicinales constitue un vrai patrimoine des étres
humains dans le domaine de la santé publique ou la diversité en propriétés biologiques est liée
certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme extraordinaire de molécules

bioactives synthétisées par la plante.

L’objectif de notre travail était d’évaluer I’activité anti-inflammatoire in vivo et in vitro de

l'extrait aqueux des plantes Artemisia herba alba Asso et Ajuga iva.

Dans la premicre partie de notre étude, 1’évaluation quantitative des polyphénols totaux par
la méthode de Folinciocalteu a révélé la présence des quantités importantes en polyphénols dans
les extraits aqueux des deux de la plante étudiée (Artemisia herba Alba et Ajuga iva). De méme,
nous avons dosé les flavonoides par la méthode d’ AICIs qui nous a mené a conclure que les deux

plantes sont également riches en flavonoides.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, I’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire in vitro
(Test de la dénaturation protéique, test d’hémolyse des globules rouges et test de la stabilisation
membranaire) nous a montré que les deux plantes présentent une bonne activité anti-

inflammatoire.

Les résultats obtenus dans la troisiéme partie de cette ¢tude (Evaluation de I’activité anti-
inflammatoire in vivo) ont montré clairement que les deux plantes étudiées possédent une activité

anti-cedémateuse chez les rats.

Selon les résultats obtenus dans cette ¢tude, on peut conclure que I'extrait aqueux des
plantes étudiées a révélé une capacité anti-inflammatoire potentielle. Ceci explique et confirme
l'utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle. Cependant, cette recherche est encore au
stade préliminaire et nécessite des recherches plus approfondies, qui se résument comme suit :
l'utilisation de méthodes fiables pour isoler, identifier et caractériser le composé actif, et utiliser
différentes techniques pour évaluer leur activité anti-inflammatoire. Cette recherche peut
¢galement améliorer davantage ces especes grace a une analyse plus approfondie, a d'autres

recherches sur ses ingrédients actifs et a des tests d'autres activités biologiques.
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RESUME

Le présent travail a pour objectif d’étudier et de comparer I’activité anti-inflammatoire et anti-
cedémateux des extraits aqueux d’Artemisia herba alba Asso et d’Ajuga iva. Dans un premier temps,
notre étude a montré que I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso est plus riche en polyphénols
(94,50 £+ 0,33 contre 42.69 £ 0,99 mg EAG/g EXT et 105,36 + 0,44 contre 35,62 + 1,33 mg EAT/g
EXT) et en flavonoides (31,14 + 1,90 contre 23,74 + 1,21 mg EQUE/g EXT) que I’extrait aqueux
d’Ajuga iva. Ces valeurs sont des bons indices du potentiel thérapeutique de I’extraites, car beaucoup
d’activités biologiques sont intimement liées a [’aspect quantitatif mais aussi qualitatif de ces
biomolécules. La deuxieme étape consiste en 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro par la
méthode d’inhibition de la dénaturation thermique de I’albumine et le test de protection de la membrane
du globule rouge vis-a-vis du stress osmotique et thermique. Cette étude a montré que 1’extrait aqueux
d’Artemisia herba Alba posséde une excellente capacité de protéger la BSA contre la dénaturation
thermique (IC50= 136,31+£5,14 pg /ml) par rapport I’extrait aqueux d’Ajuga iva (IC50 = 630,14+ 5,19
pug /ml). De méme, I’analyse de la protection de la membrane du globule rouge vis-a-vis du stress
osmotique et thermique a montré que 1’efficacité de I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba Asso est
supérieure a celle de 1’4juga iva (46,33 +0,31 contre 34,32 +0,84%). Dans la derniéere étape, 1’étude de
’activité anti-inflammatoire in vivo a révélé une bonne activité anti-cedémateuse des deux plantes. Chez
les témoins négatifs, I’injection du formol 1% dans la patte postérieur droite des rats témoins cedémateux
provoque un cedéme maximal 3 heures apres son injection. Le prétraitement des rats par 1’ extrait aqueux
d’Ajuga iva a la dose de 200mg/kg a provoqué un effet inhibiteur maximal de 1’cedéme de la patte
(79,48%) 2 heures aprés I’administration du formol. L’effet inhibiteur maximal de 1’extrait d’ Artemisia
herba alba Asso a la méme dose (70,56%) a été enregistré a la troisiéme heure. Ces résultats confirment
la validité¢ de l'indication traditionnelle des deux plantes dans le traitement de plusieurs maladies.
Toutefois, de nouvelles études sont nécessaires afin d’identifier les molécules biologiquement actives
pour donner avec précision le/les mécanisme(s) moléculaire(s) responsable(s) de ces effets.
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