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Résumé

Le présent travail a pour but d’étudier les activités antioxydantes et anti-inflammatoires des
extraits aqueux et hydro-méthanoliques des plantes Paronychia argentea et Urtica dioica.

Dans un premier temps, notre étude a montré que les deux plantes sont riches en polyphénols
et en flavonoides avec des teneurs légeérement plus importantes pour les deux extraitx hydro-
méthanoliques. Ce résultat représente un bon indice du potentiel thérapeutique des extraits, car
beaucoup d’activités biologiques sont intimement liées a I’aspect quantitatif mais aussi qualitatif
de ces biomolécules.

La deuxieme étape consiste en 1’évaluation de 1’activité antioxydante et anti-inflammatoire
in vitro. L activité antioxydante a ét¢ déterminée par cinq tests : DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP
et le test Phénantroline. Cette étude a montré que les exraits aqueux et hydro-méthanolique de
Paronychia argentea et 1’extait hydro-méthanolique d’Urtica dioica possédent un excellent
pouvoir antioxydant par a rapport 1’extrait aqueux d’Urtica dioica dans la plupart des tests. Ces
résultats sont peut-étre attribués a la qualité des composés phénoliques et de flavonoides dans ces
extraits. L’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’ Urtica dioica
possede une excellente capacité de protéger la BSA contre la dénaturation thermique (IC50=
318,06 + 13,78 ng /ml) par rapport aux autres extraits. 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
des extraits aqueux et hydrométhanolique d’ Urtica dioica est supérieure a celle des deux extraits
de Paronychia argentea (80,57 + 1,46% et 79,53 +2,99%, contre 56,66 + 0,40% et 33,17 = 3,90%
respectivement).

Dans la derniére étape, 1’étude de ’activité anti-inflammatoire in vivo a révélé que les
extraits aqueux et hydro-méthanoliques des plantes Paronychia argentea et Urtica dioica ont
réduit ’oedéme de la patte droite des rats induit par le formol 1% et les contractions abdominales
produites par I’injection de 1’acide acétique 0,6% chez la souris. L hyperthermie chez la souris
induite par la levure de biere 20% a été réduite par les deux plantes, cet effet reste cependant plus
marqué pour I’extrait hydro-méthanolique de Paronychia argentea.

Les résultats de ces travaux nous ont permis d’affirmer que les deux plantes présentent de
trés bonnes propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires qui méritent plus d’intérét de la part
des secteurs du pharmaceutique, du parapharmaceutique, ainsi que celui de 1’agroalimentaire.
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.

Mot clés : Paronychia argentea, Urtica dioica L, Anti-inflammatoire, Antioxydant, Antipyrétique
et Analgésique.



Abstract:

The aim of the presented work is to investigate the antioxidant and anti-inflammatory
activities of aqueous and hydro-methanolic extracts of the plants Paronychia argentea and Urtica
dioica.

To begin with, our study has shown that both plants are rich in polyphenols and flavonoids
with slightly higher contents for the two hydro-methanolic extracts. This result represents a good
index of the therapeutic potential of the extracts, as many biological activities are tightly linked to
the quantitative as well as the qualitative aspects of these biomolecules.

The next step consists in the evaluation of the antioxidant and anti-inflammatory activity in
vitro. Five assays were used to determine the antioxidant activity: DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP
and the Phenantroline assay. This study showed that the aqueous and hydro-methanolic extracts
of Paronychia argentea and the hydro-methanolic extract of Urtica dioica have excellent
antioxidant power in comparison with the aqueous extract of Urtica dioica in the majority of the
assays. Such results are possibly attributed to the phenolic and flavonoid quality of these extracts.
The assessment of the in vitro anti-inflammatory activity using the albumin thermal denaturation
inhibition method and the red blood cell membrane protection test against thermal and osmotic
stress. The above study showed that the aqueous extract of Urtica dioica has an excellent capacity
to protect BSA against thermal denaturation (IC50 =318.06 + 13.78 pg /ml) compared to the other
extracts. Similarly, the analysis of the protection of the red blood cell membrane against osmotic
and thermal stress revealed that both the aqueous and hydro-methanolic extracts of Urtica dioica
were more effective than both extracts of Paronychia argentea (80.57 + 1.46% and 79.53 +2.99%,
compared to 56.66 £ 0.40% and 33.17 £ 3.90% respectively).

Lastly, the in vivo anti-inflammatory activity study revealed that the aqueous and hydro-
methanolic extracts of the plants Paronychia argentea and Urtica dioica reduced the swelling of
the rat's right paw that was induced by 1% formaldehyde and also the abdominal contractions
produced by the injection of 0.6% acetic acid in mice. Both plants significantly reduced the
hyperthermia in mice induced by 20% brewer’s yeast, although this effect was more marked for
the hydro-methanolic extract of Paronychia argentea.

The findings of this work allowed us to affirm that both plants present very good antioxidant
and anti-inflammatory properties, which deserve more emphasis from the pharmaceutical, para-
pharmaceutical and food industries. However, new studies are necessary to identify the
biologically active molecules in order to precisely identify the molecular mechanism(s)
responsible for these effects.

Key words: Paronychia argentea, Urtica dioica L, Anti-inflammatory, Antioxidant, Antipyretic
and Analgesic.
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INTRODUCTION

L’inflammation est une partie de la réponse immune qui peut prévenir une infection a travers
la production et la syntheése des médiateurs chimiques pro-inflammatoires en réponse a la présence
des facteurs endogenes ou exogenes. Ce processus de production et de synthése est bénéfique dans
la mesure ou il permet de maintenir l’intégrit¢ de I’organisme. Cependant, lorsqu’une
inflammation n’est pas contrdlée, elle peut causer une destruction des tissus ainsi qu’une série des
réactions parmi lesquelles la douleur (Embeya et Nzuzi-mavungu, 2019). Ces processus
inflammatoires sont impliqués dans 1’apparition d’un grand nombre de pathologies humaines tel

que I’arthrite, le diabéte, 1'asthme, les allergies et le cancer (Sene, 2016 ; John et al., 2021).

D’autre part, au cours des deux dernieres décennies, le stress oxydatif a été¢ I'un des sujets
les plus briilants pour les chercheurs en biologie du monde entier, car il joue un rdle écologique et
évolutif important et peut aider a comprendre les interactions fonctionnelles entre les traits de
I'histoire de vie (Nardi et al., 2016). Il est défini comme une oxydation intracellulaire excessive due
a un déséquilibre entre la production d'espéces oxydantes ou formes réactives de 1'oxygene (ERO)
et celle des systémes antioxydants (Pasquier, 2005). Ce phénoméene oxydatif peut conduire a des
dommages des biomolécules telles que les protéines, les lipides et les acides nucléiques, et conduit
finalement a la mort cellulaire provoquant des troubles physiologiques tels que le cancer, le
diabete, 1’asthme, le vieillissement prématuré et les maladies cardiovasculaires,

neurodégénératives et inflammatoires (Subedi et al., 2014).

L’inflammation et le stress oxydatif sont donc des processus physiopathologiques
étroitement liés. L’un d’eux peut apparaitre avant ou apres 1’autre, mais lorsque 1’'un d’eux
apparait, I’autre est le plus susceptible d’apparaitre ; puis les deux participent a la pathogenese de
nombreuses maladies chroniques. Bien que 1’identification et le traitement de I’anomalie primaire
soient d’une grande importance clinique, le traitement de I’anomalie primaire peut ne pas toujours
étre couronné de succes, car une fois le processus déja commencé, ’inflammation et le stress
oxydatif agissent de concert pour s’accentuer mutuellement et induire des dommages progressifs

(Biswas, 2015).

Actuellement, les plantes jouent toujours un role trés important dans les traditions
thérapeutiques et la vie des habitants. Au cours des derni¢res années, un grand nombre de travaux
de recherche ont été orientés vers la valorisation de la médecine traditionnelle afin de contrdler
l'innocuité et 1'efficacité des plantes utilisées et d'établir des régles scientifiques pour l'utilisation

de ces plantes (Meziti, 2018).
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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 amene a nous intéresser a deux especes végétales

d’origines Algériennes.

Paronychia argentea et Urtica dioica L sont des plantes médicinales trés abondantes en
Algérie 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 le
diabéte, les maladies rénales, les maladies de la wvessie, les troubles gastriques...etc

(Veeraraghavan et al., 2020 ; Paulauskiené et al., 2021).

La présente étude a pour objectif de donner des bases scientifiques a I’utilisation de ces deux
plantes en médecine traditionnelle en Algérie. Au cours de I’étude, les activités antioxydantes,
anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques des extraits aqueux et hydro-méthanoliques
des parties aériennes de Paronychia argentea et Urtica dioica ont été évaluées in vitro et/ou in
vivo sur des modeles animaux. Le criblage phytochimique (analyse quantitatives) a ét¢ mené afin
de caractériser les principaux composés chimiques susceptibles de conférer a ces deux plantes les

activités décrites.
Ce manuscrit est divisé en trois parties principales :

- Une premicre partie, qui est une synthése bibliographique, sera consacrée a une
présentation des différents types d’inflammation, des anti-inflammatoires, du stress
oxydatif et de la relation entre le stress oxydant l'inflammation puis nous avons présenté
les deux plantes Paronychia argentea et Urtica dioica, leur utilisation traditionnelle, les
molécules bioactives et les propriétés biologiques des deux plantes a travers les travaux
ethno-pharmacologique et phytochimiques réalisés.

- La deuxiéme partie décrit la partie expérimentale avec une présentation des techniques
d’extraction, dosages spectrophotométriques en plus de 1’évaluation des activités
antioxydante, anti-inflammatoire, antipyrétique et analgésique des deux plantes.

- La troisieme partie de ce mémoire expose 1’ensemble des résultats obtenus et la
discussion qui mettra I’emphase sur leur signification par rapport aux données de la

littérature.
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I. INFLAMMATION :

L.I. Définition :

L'inflammation est une réponse biologique du systéme immunitaire a une lésion ou a un
stimulus excessif, tels que les infections microbiennes et virales, l'exposition a des facteurs
physicochimiques et les composés toxiques, les maladies auto-immunes et chroniques, 1'obésité,
et une alimentation riche en calories, en vue d'assurer I’élimination des agents agresseurs et
d'initier le processus de réparation et le maintien de I'homéostasie normale des tissus (Afsar, 2011 ;

Bayala, 2014 ; Diallo, 2014 ; Chen et al., 2017).

Elle était décrite précédemment par Punchard et ses collaborateurs (2004), comme "la
succession de changements qui se produisent dans un tissu vivant lorsqu'il est bless¢, a condition
que la Iésion ne soit pas d'un degré tel qu'elle détruise immédiatement sa structure et sa vitalité",

ou "la réaction a une blessure de la microcirculation vivante et des tissus associés'.

L'inflammation est donc un mécanisme de défense essentiel a la santé, et sa description

classique explique les changements visuels observés (Punchard et al., 2004 ; Chen et al., 2017).

Tableau 01 : Etiologie de l'inflammation (Chen et al., 2017 ; Hannoodee et Nasuruddin, 2021).

Inducteurs exogénes Inducteurs endogenes
Microbiens Non-microbiens Facteurs infectieux Facteurs non infectieux

- PAMPs. - Les allergenes, les | - Bactéries. - Physique : brilures,
- Les facteurs de composés toxiques, | - Virus. engelures, traumatisme,

virulence limités les irritants et les - Autres micro- radiation ionisante.

aux agents corps étrangers. organismes. - Chimique : acides gras,

pathogenes (activité toxines, alcool, irritants

enzymatique ou les chimiques.

toxines). - Biologiques : cellules

endommaggées.
- Psychologique : excitation.

L’inflammation est diagnostiquée cliniquement par des signes définis par la tétrade de
Celsius (30-38 AV. J.-C.) et Galien (130-200 A.D.), notamment la rougeur (rubor), le gonflement
(tumour), la chaleur (calor), la douleur (dolor) et la perte de fonction (functio laesa) (Punchard et

al., 2004 ; Diallo, 2014).
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1.2. Types d’inflammation :

D’aprés Amroun (2021), I’inflammation peut étre divisée en trois phases en fonction de la
durée du processus inflammatoire, l'inflammation aigué, I’inflammation chronique et
l'inflammation subaigué qui constitue la période de transformation de la forme aigué vers la forme
chronique.

Inflammation aigue

Dommage tissulaire Réponse immunitaire Réponse immunitaire
Infection innée adaptative

Inflammation
chronique

- Fibrose

- Auto-immunité

- Cancer

Résolution
de

I'inflammation

Figure 01 : Les étapes de transformation de la forme aigu€ vers la forme chronique (Febvre-James, 2019).

1.2.1. Inflammation aigue :

L'inflammation aigué¢ est une réponse immédiate, adaptative et de spécificité limitée,
provoquée par plusieurs stimuli nocifs, tels que l'infection et les Iésions tissulaires dues a un
traumatisme, et se caractérise par les signes cliniques classiques mentionnés plus haut. C’est un
mécanisme essentiel de la réponse immunitaire innée qui débute rapidement et les symptomes
peuvent durer quelques jours, par exemple une cellulite ou une pneumonie aigué¢ (Das, 2020 ;
Amroun, 2021 ; Hannoodee et Nasuruddin, 2021 ; Pahwa et al., 2021). Elle est effectuée en trois

phases : vasculaire, cellulaire et de résolution.

Au cours de la phase vasculaire, deux séries d'événements se produisent : des modifications
du débit et du calibre, et des modifications de la perméabilité. Elle est caractérisée par des
modifications de la microcirculation locale et augmentation du flux sanguin, suite a la sécrétion
de médiateurs vaso-actifs (histamine, bradykinine, sérotonine, prostaglandine...etc.) entrainant
I’exsudation des cellules et du plasma vers les tissus (Ryan et Majno, 1977 ; Diallo, 2014 ; Febvre-

James, 2019 ; Habouche et Mimoune, 2019).

La phase suivante est alors la phase cellulaire, elle se fait sous 1’action des médiateurs
inflammatoires (les facteurs chimiotactiques), caractérisés par la mobilisation et la migration de

nombreuses cellules immunitaires (neutrophiles, monocytes et macrophages) vers le foyer

4-
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inflammatoire, permettront d’éliminer I'agent agresseur par divers processus biologiques, comme
la phagocytose, et la production des médiateurs solubles (les protéines du systéme du complément
et les cytokines... etc.) (Diallo, 2014 ; Febvre-James, 2019 ; Habouche et Mimoune, 2019 ; Benbalia
et al, 2020 ; Das, 2020). Cependant, si la réponse innée ne soit pas suffisante pour 1’élimination
des stimuli inflammatoires, a cet effet, I’instauration d’une réponse immunitaire adaptative est
alors nécessaire (réponse a médiation cellulaire et/ou réponse a médiation humorale) (Amroun,

2021).

La résolution ou la cicatrisation représente la derniere phase de I’inflammation, suite a
I’¢limination de I’agression, elle dépond du degré des I¢€sions tissulaires, et a pour but de restaurer
les conditions physiologiques et I'homéostasie normale des tissus (Febvre-James, 2019 ; Benbalia
et al., 2020 ; Amroun, 2021). Au cours de laquelle la diminution de la production de médiateurs
pro-inflammatoires, la sécrétion des glucocorticoides, 1’élimination de ’infiltrat leucocytaire et
I’apoptose des polynucléaires joue un rdéle important dans la terminaison de la réaction

inflammatoire (Hajjaj, 2017 ; Amroun, 2021).

L'inflammation aigué est un état instable ; soit elle se résout, soit elle persiste, si la réponse
inflammatoire dure pendant une longue période, elle peut se transformer en un état chronique qui
dure plusieurs semaines, plusieurs mois, voire plusieurs années (Buckley et al., 2013 ; Das, 2020).
Ceci mene ensuite a la mise en place d'une inflammation chronique, qui peut prédisposer a diverses
maladies chroniques, y compris le cancer, les pathologies auto-immunes, et les pathologies

métaboliques (Bayala, 2014 ; Febvre-James, 2019).

1.2.2. Inflammation chronique :

L'inflammation chronique est la principale cause de déces dans le monde, ou trois personnes
sur cinq meurent des suites de maladies inflammatoires chroniques, elle est également appelée
inflammation lente et a long terme, qui dure pendant des périodes prolongées de plusieurs mois a

plusieurs années (Ginwala et al, 2019 ; Pahwa et al., 2021).

Le mécanisme de la chronicité n’est pas toujours compris, il peut s’agir de la persistance de
la substance pathogéne a I'origine de l'inflammation aigué, de l'exposition a un faible niveau d'un
irritant particulier ou d'un corps étranger qui ne peut étre ¢liminé, d'un trouble auto-immun, d'un
défaut des cellules responsables de la médiation de I'inflammation entrainant une inflammation
persistante ou récurrente, et d'inducteurs inflammatoires et biochimiques qui provoquent un stress
oxydatif et un dysfonctionnement mitochondrial (Hajjaj, 2017 ; Pahwa et al, 2021).
L’inflammation chronique n’est pas seulement une cause primaire de ces conditions, mais elle est

¢galement le principal facteur de la pathogenéese (Afsar, 2011).
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Figure 02 : résumé de la réaction inflammatoire (Zerbato, 2010).

La plupart des caractéristiques de l'inflammation aigué persistent lorsque 1'inflammation

devient chronique (Pahwa et al., 2021), mais elle différe de lI'inflammation aigué€ en ce que :

- La phases vasculaire et cellulaire ne se succédent pas mais coexistent tout au long de
I’évolution de I’inflammation (Habouche et Mimoune, 2019).

- Des phénomenes de destruction tissulaire et de tentatives de réparation sont également
présents (Habouche et Mimoune, 2019).

- C’est les macrophages qui sont au centre de la réaction inflammatoire chronique (Hajjaj,
2017).

- Les lymphocytes et les plasmocytes sont fréquemment présent, surtout s’il existe une cause

immunitaire a I’inflammation chronique (Hajjaj, 2017).
I.3. Les cellules impliquées dans I’inflammation :

Les plaquettes, les neutrophiles, les lymphocytes T et B, les macrophages, les monocytes,
les mastocytes et les basophiles sont des cellules du systéme immunitaire qui participent aux
troubles inflammatoires, a la médiation de la réponse inflammatoire et la régénération des tissus

(Nonkululeko, 2017 ; Febvre-James, 2019).
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Des fonctions spécifiques sont associées a chacun de ces types de cellules, mais ces fonctions
se chevauchent et varient au fur et & mesure que l'inflammation progresse (Murphy, 2008). Le
tableau 02 résume tous les différents types des cellules immunitaires impliqué dans
I’inflammation, leurs caractéristiques et leurs fonctions :

Tableau 02 : les différents types des cellules inflammatoires (Murphy, 2008 ; Diallo, 2014 ; Nonkululeko,
2017 ; Douaouri, 2018).

Les cellules Caractéristiques et fonction

- Le sous type de leucocytes circulants les plus abondant dans le sang et
s’accumulent rapidement aux sites de blessure ou d’infection.
Polynucléaires - Des composant clé de la réponse inflammatoire, pour le recrutement,
neutrophiles (PNN) I’activation et la programmation des cellules présentatrices d’antigéne (CPA).
- Génerent des signaux chimiotactiques qui attirent les monocytes et les cellules

dendritiques (CD), et influencent la différenciation des macrophages et elles

sont ¢galement impliquées dans la réparation tissulaire.

- Principalement localisés au niveau des tissus vascularisés, jouent un role dans

le maintien de ’homéostasie par son phénomeéne de dégranulation et dans les

Les mastocytes et les réactions d’hypersensibilité allergique.

basophiles - Caractérisent par un cytoplasme riche en granules, contenant des médiateurs
inflammatoires, y compris I’histamine, 1’héparine, une variété de cytokines ...

etc.

- Ils proviennent de la moelle osseuse et ont des roles d’absorption et de lyses

Les Phagocytes d’agents pathogénes.

mononuclées - Ils assurent la présentation d’antigéne aux lymphocytes et secrétent des

cytokines qui participent a 1’agression tissulaire par la libération de

métabolites de 1’oxygenes.

- Sont la troisiéme lignée de leucocytes, se retrouvent dans le sang et les tissus
lymphoides.

- Ils sont de deux types :

Les lymphocytes Lymphocytes B : qui par différenciation donnent naissance aux plasmocytes,

producteurs d’immunoglobulines.

Lymphocytes T : responsable de I’immunité a médiation cellulaire.

- Sont des granulocytes circulants produits dans la moelle osseuse, présentent

Les polynucléaires de grands granules qui contiennent la protéine basique majeure de

¢osinophiles 1’éosinophile.

- IIs libérent les protéines granulaires toxiques, les ERO, les cytokines, de

médiateurs lipidiques, et les dérives de I’acide arachidonique.
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- Un élément clé liant les processus de I’hémostase, de 1’inflammation et de la

Les plaquettes réparation tissulaire, et ils favorisent la formation de caillots.

sanguines - Contiennent un certain nombre de médiateurs inflammatoires, et leur

libération permet aux plaquettes de recruter des leucocytes au foyer de

I'inflammation.

- Jouent un réle important dans l'initiation, I'amplification et la résolution de la

Les cellules réponse inflammatoire.

endothéliales - Maintien de I’intégrité vasculaire et la régulation de 1’agrégation

plaquettaire.

1.4. Les médiateurs d’inflammation :

Le processus inflammatoire est un phénomene qui fait intervenir plusieurs molécules
appelées médiateurs de l'inflammation, leur production est déclencher par les inducteurs de
I’inflammation et interviennent dans la modulation et la régulation du processus inflammatoire,
ces médiateurs peuvent étre dérivés des protéines plasmatiques ou sécrétés par des cellules, donc
on distingue deux types, les médiateurs plasmatiques et les médiateurs cellulaire (Douaouri, 2018

; Boudjouref, 2019 ; Amroun, 2021).

1.4.1. Le systéme d’activation plasmatique :

Il s’agit des protéases plasmatiques qui sont constituées de trois systémes enzymatiques
majeures intervenant dans l’inflammation : le systéme du complément, le systeme de la

coagulation/fibrinolyse, et le systéme de kinines/kallicrénie (Zeghal et Sahnoun, 2013).

En effet, Le systtme du complément est un ensemble de composants, de récepteurs et de
régulateurs, qui représente un élément clé de I’'immunité innée, il est activé lors d’une infection ou
d’une Iésion tissulaire par I’une des trois voies principales (classique, lectine (MBL) et alternative),
dont la fonction principale est la défense contre les microbes (Murphy, 2008 ; Douaouri, 2018). 1l
regroupe un ensemble de protéines sériques comme les C3a, C4a (Anaphylatoxines) qui
augmentent la perméabilité vasculaire, C3b (opsonisation), MAC, C5a (pro-inflammatoires) qui
assure la chimio-taxie leucocytaire et active la voie du métabolisme de 1’acide arachidonique

(Murphy, 2008 ; Zeghal et Sahnoun, 2013 ; Diallo, 2014).

Les kinines sont de puissants agents inflammatoires formés par le facteur XII (facteur
Hagmann) et par certaines protéases (la sérine protéase kallikréine) dans le plasma et les tissus,
interviennent pendant la phase initiale vasculo-exsudative provoquent une vasodilatation et une
augmentation de la perméabilité vasculaire, la plus connue des kinines est la bradykinine, elles

proviennent du clivage des kininogénes (Murphy, 2008 ; Zeghal et Sahnoun, 2013 ; Diallo, 2014).

-8-



Chapitre I : L’inflammation Section I : Rappel bibliographique

Elles sont rapidement dégradées en produits inactifs par les kininases et ont donc des fonctions

rapides et de courte durée (Murphy, 2008).

Des facteurs protéiques de coagulation, de fibrino-formation et de fibrinolyse sont également
impliqués dans la réaction inflammatoire et aboutissent a la formation d’un caillot sanguin et la
fibrine; un composé important de I’exsudat inflammatoire, constituant une matrice qui limiter le
foyer inflammatoire et permet aux cellules inflammatoires de se déplacer, le systeme de
coagulation est aussi déclenché par I’activation du facteur XII (Zeghal et Sahnoun, 2013 ; Diallo,

2014).

1.4.2. Les médiateurs cellulaires :

Les changements locaux qui surviennent au niveau du site inflammatoire sont le résultat de
la production des médiateurs cellulaires par les plaquettes circulantes, les basophiles, les PMN, les
cellules endothéliales, les monocytes/macrophages, les mastocytes tissulaires, et par le tissu 1ésé
lui-méme, ils sont classés selon leurs propriétés biochimiques ; des amines biogénes/vasoactives,
des produits de métabolisme de 1’acide arachidonique (prostaglandines/leucotriénes), et les
cytokines (Murphy, 2008 ; Douaouri, 2018 ; Meziti, 2018).

Tableau 03 : Les médiateurs cellulaires, leur origine cellulaire et leurs effets biologiques (Murphy, 2008 ;
Zeghal, 2013 ; Diallo, 2014).

plaquettes.

Médiateurs Exemple Origine Effets biologiques
_ _ La dégranulation des La vasodilation, augmente la
Les amines Histamine et . .
. _ mastocytes et des perméabilité vasculaire et le
vasoactives sérotonine.

chimiotactisme.

Les médiateurs

Leucotriéne, et

Métabolisme de

I’acide arachidonique

La vasodilatation, augmentation de
la perméabilité vasculaire

I’attraction des polynucléaires,

I’interféron .

plaquettes, et
lymphocytes.

lipidiques prostaglandine. | par la phospholipase _ ) )
A2 stimuler 1'agrégation plaquettaire,
. la fievre, d’cedémes et les douleurs.
Monocytes, Chimiotactisme, Activation
TNF-a, IL-1, IL- _ . .
macrophages activés, cellulaire, la production des ERO,
Les cytokines 6, IL-8, et

Intervient dans la réparation

tissulaire.
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LI.5. Les pathologies inflammatoires :

L'inflammation est souvent considérée, depuis longtemps, un élément clé de la progression
pathologique des maladies systémiques, notamment le cceur, le pancréas, le foie, les reins, les

poumons, le cerveau, le tractus intestinal et 'appareil reproducteur (Chen et al., 2017).

Trois voies principales, NF-kB, MAPK et JAK-STAT, ont un role majeur dans
I'inflammation, et le déréglement d'une ou plusieurs de ces voies peut entrainer une maladie, et
elle est tellement liée a la pathogenese de ces maladies inflammatoires qu'il devient difficile de
déterminer la cause et la conséquence de ces troubles (Afsar, 2011 ; Chen et al., 2017) dont il existe

plusieurs exemples :

- Maladies dans lesquelles l'inflammation joue le réle pathogénique principal : Asthme,
Polyarthrite rhumatoide, Artériosclérose, Arthrose, Goutte, Maladie de Crohn, ... etc.
(Meziti, 2018).

- Maladies infectieuses dans lesquelles I'inflammation intervient dans la pathologie : Hépatite
C, Tuberculose, Gastrite induite par Helicobacter pilory, Dysenterie bactérienne, ... etc.
(Meziti, 2018).

- Maladies d'origines diverses dans lesquelles la fibrose post-inflammatoire est le facteur
principal de la pathologie : Fibrose pulmonaire idiopathique, Cirrhose hépatique poste virale

ou alcoolique Bilharziose (Meziti, 2018).

Une meilleure connaissance des voies de la réponse inflammatoire et les mécanismes
moléculaires contribuera sans aucun doute a améliorer la prévention et le traitement des maladies

inflammatoires (Chen et al., 2017).

I.6. Les anti-inflammatoires :

Les anti-inflammatoires sont des substances qui agissent sur le gonflement et la douleur et
ciblent les molécules clés dans la physiopathologie de la réaction : la PLA2, la lipoxygénase, la
cyclooxygénase et les cytokines, et ne sont utilisés que lorsque les processus de réactions
inflammatoires sont exagérés par rapport a la cause initiale, leurs principaux inconvénients sont la
mauvaise tolérance digestive et les nombreuses contre-indications (Diallo, 2014 ; Hajjaj, 2017 ;

Habouche et Mimoune, 2019).
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1.6.1. Les anti-inflammatoires médicamenteux :

Il existe deux grands groupes :

1.6.1.1. Les anti-inflammatoire stéroidiens (AILS) :

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides, C’est un groupe de
médicaments de structure chimique homogene dont le noyau de base est le Prégnane, se sont des
dérivés synthétiques de la cortisone qui sont de puissants anti-inflammatoires doués également de
propriétés immuno-modulatrices, analgésique, antipyrétique et antiallergiques, et ils représentent
le traitement le plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques tel que 1’asthme,

I’arthrite rhumatoide, et les maladies auto-immune (Diallo, 2014 ; Hajjaj, 2017 ; Meziti, 2018).

Leur mécanisme d’action est le méme que celui des glucocorticoides endogenes, ils se lient
au récepteur des glucocorticoides dans le cytoplasme, ceci conduit & une élévation de la
transcription des geénes codants pour les protéines anti-inflammatoires, et de réprimer 1’excés
d’expression des génes pro-inflammatoires codant pour les cytokines, les chimiokines, les
molécules d'adhésion cellulaire, les enzymes inflammatoires et les récepteurs pour atténuer le
processus inflammatoire et rétablissant ainsi 1'homéostasie (Meziti, 2018 ; Amroun, 2021). Les
A.LS stimulent aussi la synthése d’une protéine, la lipocortine, qui inhibe la PLA2, qui libére

I’acide arachidonique des phospholipides de la membrane (Diallo, 2014 ; Hajjaj, 2017).

L’usage des glucocorticoides est associ¢ a de nombreux effets indésirables et le risque
s’accroit avec le traitement prolongée et I'augmentation de la posologie (Meziti, 2018). Divers
troubles peuvent étre observé qui peuvent €tre aigu€s ou chroniques tels que l'hypertension
artérielle, 1'hyperglycémie, 1'ostéoporose, les troubles de I'humeur, D’apparition d’ulcéres
gastroduodénaux la prise de poids et le syndrome de Cushing poussant a ’arrét immédiat du

traitement (Meziti, 2018 ; Amroun, 2021).

1.6.1.2. Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent une classe de médicaments qui
ont des effets analgésiques et antipyrétiques et, a des doses plus ¢€levées, des effets anti-
inflammatoires, ont été utilisés avec succés depuis plus de 3000 ans et ils sont toujours utilisés
quotidiennement par des millions de patients a travers le monde (Fokunang et al., 2018 ; Meziti,

2018).

Selon Fokunang et ses collaborateurs (2018), I'aspirine, l'ibuproféne et le naproxéne, sont les
membres les plus connus de ce groupe de médicaments, qui sont tous en vente libre dans la plupart
des pays. Il s’agit essentiellement de dérivés d’acides carboxyliques, présentent une grande

hétérogénéité chimique mais ils ont en commun [’inhibition non-sélective de I’enzyme

-11-



Chapitre I : L’inflammation Section I : Rappel bibliographique

cyclooxygénase, a savoir COX 1 et COX 2, tandis que les effets indésirables sont largement dus a

l'inhibition de la COX1 (Diallo, 2014 ; Fokunang et al., 2018 ; Meziti, 2018).

Cependant et comme pour les AIS, I'usage des AINS est associ¢ a de nombreux effets
indésirables avec une prévalence considérable de nouvelles maladies et de mortalité, en particulier
l'aspirine, peuvent provoquer des saignements et des ulcéres gastro-intestinaux (Fokunang et al.,

2018 ; Meziti, 2018).
1.6.2. Les anti-inflammatoire d’origine naturelle :

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), estime que 80 % de la population mondiale
dépend essentiellement a des médicaments a base de plantes pour ses besoins de santé primaires,
et a tenté d’identifier toutes les plantes médicinales utilisées a I’échelle mondiale et a répertorié

plus de 20 000 espéces (Boubekri et al., 2014 ; Murugesan et Deviponnuswamy, 2014).

Les plantes médicinales sont des drogues végétales utilisées depuis longtemps dans la
médecine populaire pour assurer le soulagement des maladies inflammatoires, la fiévre, la douleur,
etc. dont au moins une partie de la plante posséde des propriétés médicamenteuses (Pasdeloup-

Grenez, 2019 ; Ghauri et al., 2021).

L’activité anti-inflammatoire de ces plantes est due a leur richesse en métabolites
secondaires bioactifs ; les polyphénols en particulier les flavonoides, les stérols, les alcaloides, les
coumarines les terpénes, ... etc. qui peuvent agir a plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire

(Meziti, 2018).

Ces derniéres années, plusieurs études, in vitro et in vivo, sont orientées vers la valorisation
de la médecine traditionnelle en vue de vérifier I'effet anti-inflammatoire des plantes utilisées, leur
mécanisme d'action et d’établir des régles scientifiques pour 1’usage de ces plantes (Meziti, 2018 ;
Rahmani et al., 2016). Environ 47 plantes et 52 molécules extraits de plantes ont jugées bénéfiques
pour le traitement de ’inflammation ont été prouvés par des études clinique et précliniques
(Maione et al., 2016). Les résultats biochimiques de ces études montrent clairement le réle potentiel
des plantes et/ou leurs composés l'inhibition de la formation des principaux médiateurs pro-
inflammatoires du métabolisme de 1’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 04 :
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Tableau 04 : L'activité anti-inflammatoire de quelques plantes médicinales (Maione et al., 2016 ;

Ghasemian et al., 2016 ; Abu Bakar et al., 2018).

Partie
Nom botanique Mécanisme d'action
utilisée
. Modulation des médiateurs inflammatoires (TNF-a, IL-1, IL-
Boswellia serrata N/A 6, IFN-y, et PGE2).
Cimicifuga Rhizomes Inhibition de la production de TNF-a par la régulation négative
racemosa L. des activités de ERK et de NF-«B.
Eriobotrva iaponica Feuilles Inhibition de I'L-8, de l'activation du NF-kB et de I'expression
yaap de 'ARNm de I'iNOS.
Forsy.t hia koreana Fruits Inhibition des activités de COX-2 et de iNOS.
Nakai
Inhibition potentielle du NO, des cytokines inflammatoires (IL-
Harpagophytum Racines 6, IL-18 et TNF-a) et de la PGE2, ainsi que prévention du
procumbens métabolisme de l'acide arachidonique et de la biosynthése des
eicosanoides, entrainant l'inhibition de la COX-2.
Modulation de 1'oxyde nitrique (NO), du TNF-a, de I'IL-18 et
Oenothera biennis N/A du thromboxane B2 (TXB2) conduisant a la suppression de

'expression du gene COX-2.

Olea europaea

Huile d'olive

Modulation du lipopolysaccharide plasmatique postprandial,

vierge des cytokines pro-inflammatoires, du TXB2 et du LTB4.
Rosmarinus N/A Inhibition de l'infiltration des neutrophiles et réduction des
officinalis médiateurs pro-inflammatoires : TNF-a et IL-1.
. Inhibe la production de PGE2 via l'inhibition de la PGE2

Salvia officinalis Feuilles )

synthase-1 microsomale.
Uncaria tomentosa N/A Inhibition du TNF-a et diminution de la production de PGE2.

Potentiel inhibiteur sur le facteur de transcription pro
Urtica dioica Feuilles

inflammatoire NF-xB.
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II. STRESS OXYDANT ET SYSTEME ANTIOXYDANT :

I1.1. Stress oxydant :

Stress oxydant, nommé aussi stress oxydatif, peut se définir par un déséquilibre de la balance
prooxydants/antioxydants, soit par une production excessive d’espéces réactives de 1’oxygene
(ERO) dans les cellules et les tissus, et/ou un déficit des mécanismes de défense antioxydants
(enzymatiques et non enzymatiques), ceci conduit a l'endommagement irréversible des
biomolécules telles que I’ADN, les protéines, et les lipides (Remmelt, 2013 ; Hussain et al., 2016;
Meziti, 2018).

Pro-oxidants Anti-oxidants

Figure 03 : déséquilibre de la balance antioxydants/pro-oxydantes (Bayala, 2014).

I1.1.1. Les espéces oxygénées activées et leurs propriétés :

Un radical libre est toute espece qui posséde un ou plusieurs électrons non appariés sur ses
orbitales électroniques externes. La présence d'un électron célibataire confére une grande
instabilité, donc, leur durée de vie en solution est treés courte (Halliwell, 1993 ; Amzal, 2010). Le
caractére radicalaire de ces molécules ne disparait pas, car I’électron libre peut passer sur d’autres
molécules (le phénomene d’oxydation en chaine), et il ne faut pas penser que tous les radicaux de
I'oxygene sont extrémement réactifs, cette réactivité étant trés variable selon la nature du radical

et dépend de I’environnement ou ils sont présents (Amzal, 2010 ; Bensakhria, 2019).

La découverte des espéces chimiques radicalaires, présentes normalement dans 1'organisme,
a bouleversé notre compréhension des mécanismes biologique, il convient de distinguer un

ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role particulier en physiologie et que

nous appellerons radicaux primaires, tels 'anion superoxyde Oz * et le radical hydroxyle OH", ou

de l'azote tel le monoxyde d'azote NO°, Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se
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forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier,

2003). Le tableau 05 résume les especes réactives radicalaires et non radicalaires.

Tableau 05 : Les espéces réactives radicalaires et non radicalaires (Amzal, 2010 ; Meziti, 2018).

Espéces réactives Symbole Propriétés

- Un radical peu actif.

Anion super oxyde 0.’ - Produit par la chaine de transport d’électrons.
- Génere les ERO.
- Produit par la dismutation spontanée et/ou enzymatique de
Peroxyde d’hydrogéne Panion super oxyde.
H-0: - Nest pas un radical libre.
- Peut diffuser a travers les membranes.
-L’espéce la plus réactive dans 1’attaque des molécules
Radical hydroxyle 'OH biologique.
- Produit a partir de H-O: dans la réaction de fenton en présence
de Fe** ou Cu*'.
- Un radical libre endogéne.
Nitrique oxyde NO

- Produit par I’oxyde nitrique synthétase.

- Se combine avec O pour produire ERN.

Radical pyroxyle ROO' - Un radical organique pyroxyle,

- Produit durant la dégradation lipidique (nommé aussi LOO").

- Produit durant le sursaut respiratoire pour détruire les

Acide hypochlorique | HOCI organismes invasifs dans les neutrophiles.

- L’espece réactive est OCL

- Produit sous I’effet de 1’absorption des rayons UV a des

Oxygene singulet ‘0 pressions importantes en oxygenes.
- Il disparait trop vite pour étre plis toxique in vivo.
- Un agent oxydant puissant.
peroxynitrite ONOO" - N’est pas un radical libre.

- Il peut conduit a générer le dioxyde de nitrogéne NO, qui est

un radical.
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I1.1.2. Les conséquences du stress oxydants sur les molécules biologiques :

Lors du stress oxydatif, la production excessive de radicaux libre entraine des 1ésions
irréversibles directes sur les biomolécules telles que : les lipides, les protéines, I’acide

désoxyribonucléique, et les carbohydrates (Bayala, 2014 ; Meziti, 2018).

Les lipides (les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides membranaires) sont
extrémement sensibles aux attaques de radicaux libres, ils sont la cible privilégié¢e de I'attaque par
le radical hydroxyle, qui arrache un hydrogéne sur les carbones situés sur les acides gras
polyinsaturés des phospholipides membranaires (Favier, 2003 ; Meziti, 2018). Cette réaction est
appelée peroxydation lipidique, elle cause d’importants dommages par la formation des LDL
(Lipoprotéines a densité légere) oxydés qui, captées par des macrophages, formeront le dépot
lipidique de la plaque d’athérome des maladies cardiovasculaires, 1’attaque des phospholipides
membranaires conduit a la désorganisation de la membrane en altérant ses fonctions d’échange,

de barriére et d’information (Favier, 2003 ; Amzal, 2010 ; Bayala, 2014 ; Meziti, 2018).

Les protéines sont également trés susceptibles d’étre attaqués par les especes réactives
d’oxygenes (ERO) et les espéces d’azotes réactives, entrainant des dommages significatifs tels que
la fragmentation des macromolécules, la formation des diméres en d’agrégats protéiniques dans
les membranes cytoplasmiques et I’inactivation des enzymes (modifications fonctionnelles)

(Amzal, 2010 ; Bayala, 2014 ; Meziti, 2018).

L’ADN nucléaire et mitochondriale sont trés sensibles aux modifications oxydatives par les
especes oxygenes réactifs, ces attaques radicalaires conduisent a des modifications au niveau des
bases azotées, des cassures des chaines simples et doubles brins d’ADN, des sites abasiques et
pontage avec des protéines, et la surcharge des 1€sions méne a des effets mutagenes, ’arrét de la
réplication de I’ADN, entrainant une mort cellulaire ou bien la formation des cellules cancéreuses

(Amzal, 2010 ; Bayala, 2014 ; Meziti, 2018).

Il n'en demeure pas moins que les especes réactives de 1'oxygeéne peut attaquent aussi les
mucopolysaccharides, car la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été nettement
moins étudiée que pour d'autres macromolécules. De plus, le glucose peut étre oxydé dans des
conditions physiologiques, en présence de traces métalliques, libérant des cétoaldéhydes, H20: et
OH’, qui vont conduire au clivage des protéines ou a leur glycation par fixation de cétoaldéhyde,
formant un dérivé AGE. Ce phénomene de glycosoxydation est trés important chez les diabétiques

et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).
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I1.1.3. Roles physiologiques des radicaux libres (le paradoxe) :

Les especes chimiques radicalaires, a des niveaux homéostatiques, sont produites par divers
mécanismes physiologiques et ont diverses actions sur le fonctionnement cellulaire, parfois, la
production peut devenir excessive et donc l'organisme va devoir se protéger par différents

systémes antioxydants (Burton et Jauniaux, 2011 ; Ghalem, 2014).

Dans leur définition du terme, Favier (2003), déclare qu’en biologie, le paradoxe des
radicaux libres est qu’il existe des especes extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un
nombre considérable de maladies, tout en étant des especes essentielles a la vie. En d'autres termes,
les radicaux libres sont non seulement toxiques, mais ils sont également utiles au corps a des doses
raisonnables, y compris, a part la phagocytose et la défense immunitaire contre les agents
pathogenes, ils sont nécessaires pour la communication cellulaire, la destruction des cellules
tumorales par apoptose, la régulation des génes, le fonctionnement de certains neurones et
notamment ceux de la mémoire, le fonctionnement des enzymes... etc. (Favier, 2003 ; Ghalem,

2014).

I1.2. Le systeme antioxydant :

Autour de cette ambiguité entre danger et utilité de 1’oxygéne et des radicaux libres, et afin
de faire face au stress et aux dommages résiduels engendrés par les ERO, le corps humain est doté
d'un arsenal d’antioxydants qui ont pour rdle, de neutraliser et de dégrader les radicaux libres
toxiques pour les tissus et de maintenir I'homéostasie redox (Davies, 2001 ; Leverve, 2009 ; Amzal,

2010 ; Birben et al, 2012).

Un antioxydant, par définition du terme, est une substance qui est capable de récupérer
I’¢lectron libre et de la conduire vers une réaction chaine spécifique, et donc retarde ou empéche
de manicre significative 1'oxydation des biomolécules comme les lipides, les protéines, les DNA
et les carbohydrates (Sies, 1997 ; Leverve, 2009 ; Bayala, 2014; Boudjouref, 2019). On peut les
diviser en deux catégories selon la source : les antioxydants endogénes, proprement dits sont
synthétisés par I’organisme, et les antioxydants apportés par notre régime alimentaire (exogene)

(Defraigne et Pincemail, 2008).

I1.2.1. Les antioxydants endogénes :

Les antioxydants endogenes regroupent les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques,
qui sont nécessaires au maintien de la vie en préservant I'homéostasie redox intracellulaire et en

limitant les dommages cellulaires causés par les ERO (Rahal et al, 2014).
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I1.2.1.1. Les antioxydants enzymatiques :

Parmi les enzymes antioxydants principales impliquées dans la neutralisation des espéces
réactives : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase et

réductase (GPx/GR) (Joshi, 2017).

o SOD
0,—» 0, ——» H,(),—b Hy0 + %0,

GSH NADP*
GPx X ) G6PD
H,0 GSSG NADPH
Figure 04 : Les enzymes antioxydants (Meziti, 2018).

Les SOD sont des métalloprotéines constituent une premicre ligne de défense, en empéchant
l'accumulation cellulaire de superoxyde. Ce sont des enzymes qui catalysent la dismutation de
I’anion superoxyde O en peroxyde d’hydrogéne H-0:, moins réactif, et en oxygéne moléculaire
02 (Amzal, 2010 ; Remmelt, 2013). Il existe plusieurs iso-formes de la SOD qui catalysent la méme
réaction, mais varient en fonction de la nature du centre métallique actif, de leurs séquences
d’acides aminés et d'autres caractéristiques, les trois formes de SOD présentes chez 'homme sont
la CuZn-SOD cytosolique, la Mn-SOD mitochondriale et la SOD extracellulaire qui se trouve au
niveau de la lymphe et du plasma (Joshi, 2017 ; Meziti, 2018).

Ensuite, le peroxyde d'hydrogene est neutralisé par la catalase, cette enzyme a une forte
concentration dans le foie, les peroxysomes et dans les hématies, elle agit en synergie avec la
SOD car leur role principal est d'accélérer la transformation du peroxyde d'hydrogéne en eau et

en dioxygene (Grissa, 2010 ; Remmelt, 2013 ; Boudjouref, 2019 ; Meziti, 2018).

La glutathion peroxydase est une s¢léno-enzyme (six iso-formes) localisée dans le cytosol
et dans les mitochondries, c’est une enzyme qui catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne
en eau par 1’oxydation de GSH en GSSG (Le GSH-Px entre en compétition avec la catalase
pour le H20> comme substrat), mais aussi d’autres hydro-peroxydes organiques en eau ou en
alcools en utilisant le glutathion réduit (Remmelt, 2013 ; Joshi, 2017 ; Meziti, 2018 ; Boudjouref,
2019). La glutathion réductase (GR), une flavoprotéine, se présente ou il se trouve la glutathion

peroxydase, dans le cytosol et dans les mitochondries, a pour réle de régénérer le glutathion
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réduit a partir du glutathion oxydé (GSSG), nécessitant du NADPH (Grissa, 2010 ; Joshi, 2017 ;
Meziti, 2018).

I1.2.1.2. Les antioxydants non enzymatiques :

L'action protectrice enzymatique est renforcée par les antioxydants non enzymatiques,
regroupant les composés endogenes de faible poids moléculaire qui peuvent étre issus du
métabolisme cellulaire comme 1’acide urique, ou des produits de synthése comme I’histidine
dipeptide et le glutathion, un tripeptide (L-glutamyl-L-cystéinyl-L-glycine) qui comprend un
groupe thiol libre et se trouve en abondance dans le cytosol, les noyaux et les mitochondries
(Amzal, 2010 ; Birben, 2012 ; Pawar, 2016 ; Meziti, 2018). IIs peuvent se comporter comme des
piégeurs des radicaux libres par les interventions directes sur les molécules prooxydantes ou
indirectement, en chélatant les métaux de transition, empéchant ainsi la réaction de Fenton

(Boubekri, 2014).

I1.2.2. Les antioxydants exogenes :

Les composants naturels d'origine alimentaire ont fait I'objet d'une grande attention au cours
des deux dernic¢res décennies en raison de leurs diverses activités biologiques, telles que leur
pouvoir antioxydant (Rahal et al, 2014). Ce groupe comprend plusieurs composés alimentaires
dotés de propriétés antioxydants, provenant généralement de sources naturelles, telles que les
fruits, les légumes et les extraits de plantes, En particulier, Les oligoéléments (par exemple, le zinc
et le sélénium), les vitamines (C et E) et Composés phénoliques trouvés dans les extraits de plantes

(Kruidenier et Verspaget, 2002)

Ces dernieres années, il y a un intérét énorme au stress oxydatif et a ’activité antioxydante
des plantes médicinales, pour I’identification de divers antioxydants alimentaires tels que la
vitamine E, C et le B-caroténe et d’autres molécules bioactives dans les extraits de plantes,
notamment les phénols, les flavonoides, les saponines, les glycosides et les tannins... etc. (Willcox
et al., 2004 ; Rahal et al., 2014 ; Mansoor, 2015). Les antioxydants que I'on trouve couramment dans

les aliments naturels sont les suivants :

- Vitamine E : a-tocophérol (la forme la plus active et la plus absorbée), un antioxydant
majeur possede une structure qui lui permet de capter les radicaux libres dans les zones
lipophiles et hydrophiles des membranes cellulaires, il posséde aussi une autre action, la
neutralisation de 'O2 (Meziti, 2018 ; Bensakhria, 2019).

- Vitamine C : I’acide ascorbique est un agent réducteur et chélateur qui réagit directement

sur les radicaux libres comme le radical OH® ou O2", pour former un radical

semidehydroascorbate peu réactif qui est rapidement oxyd¢ en acide déshydroascorbique,
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elle inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E (Meziti, 2018 ;
Bensakhria, 2019).

- P-caroténe : le caroténoide le plus commun et le plus étudié, c’est le précurseur de la
vitamine A, elle interrompt le processus de la peroxydation lipidique (Bensakhria, 2019).

- Les composés phénoliques : les polyphénols sont capables de protéger contre le stress
oxydatif par divers mécanismes, par exemple, I'inhibition des enzymes impliquées dans
la production des ERO, telles que les oxydes nitriques synthétases (NOS) et la Xanthine
oxydase (XO), ces mécanismes dépendent généralement du nombre de groupes
hydroxyles (Hussain et al, 2016 ; Zhang et Tsao, 2016). Ils servent de bons donneurs
d'électrons ou d'atomes d'hydrogeéne, capables de neutraliser les radicaux libres (Hussain
et al, 2016 ; Zhang et Tsao, 2016).

- Le sélénium : un oligoé¢lément essentiel, impliqué principalement dans les systémes de
défenses antioxydants, c’est le centre actif de nombreuses sélénoprotéines parmi
lesquelles plusieurs sont des enzymes de défense contre les oxydants, comme la

glutathion peroxydase (cofacteurs de la GPx) (Lesley et al., 2003 ; Ducros et Favier, 2004).
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ITII. RELATION ENTRE LE STRESS OXYDANT ET L'INFLAMMATION :

Les ERO, le stress oxydatif et l'inflammation font partie des mécanismes de défense
habituels contre les agents pathogenes, il est possible d'établir un lien entre ces éléments, le fait
que chacun entraine l'autre dans un mécanisme de "feed forward", cette relation a ét¢ documentée
par de nombreux auteurs, mais elle est encore mal maitrisée car les causes du déclenchement du
processus inflammatoire sont multiples, on peut dire que, le stress oxydatif, dans certaines
situations particuliéres, puisse étre a l'origine de la réaction inflammatoire, mais la séquence
inverse d'événements est également vraie, (stress oxydatif induit par I'inflammation), ils sont donc

¢troitement liés (Pasquier, 1995 ; Gill et al, 2010 ; Chatterjee, 2016 ; Lauridsen, 2019).

Primary disorder Primary disorder
oxidauve stress inflammation

N

L

NF-xB Cytokine/
activation chemokine
ROS production A~

and antioxidant

depletion

N
Cytokine/ NF-xB

chemokine activation

N

N~

Inflammation Oxidative stress

secondary disorder secondary disorder

Figure 05 : Présentation de l'interdépendance entre le stress oxydatif et I'inflammation (Biswas, 2015).
I11.1. Role des ERO dans I’induction de ’inflammation :

Les systémes biologiques peuvent produire des ERO par des voies métaboliques normales
telles que les mitochondries et la xanthine oxydase; libérent I'anions super oxyde, qui est a 1'origine
d'autres ERO, mais dans certaines situations, les niveaux élevés de ERO peuvent initier et moduler
diverses cascades de signalisation intracellulaire qui renforcent l'expression de génes pro-
inflammatoires et déclenchent la production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires,
et donc, inflammation (Pasquier, 1995 ; Khansari et al, 2009; Vaziri, 2008 ; Biswas, 2015 ;
Lauridsen, 2019).

II1.1.1. Facteurs de transcription pro-inflammatoires :

Les facteurs de transcription régulés par les ERO tels que le facteur nucléaire kappa B (NF-
kB) sont, quand ils sont sous une forme inactive, situés dans le cytoplasme des cellules et fixés a

des protéines cytosoliques comme IkB. Les ERO par exemple, que H202, conduisent a une
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modification des protéines IkB, l'inhibiteur de NF-xB kinase (IKK), ce qui provoque sa
dégradation et la libération du NF-kB qui, a son tour, peut se déplacer vers le noyau ou, seul ou en
combinaison avec d'autres facteurs de transcription, induit I’expression des génes codant pour I’IL-
6, le TNF-a, MIP-1a, IL-8, IL-1B, iNOS, COX-2 (a I’origine de la synthése de PGE2 notamment)
ou encore plusieurs autres facteurs responsables de réponse immunitaire de type Th-2 (Reimund,
2002 ; Chatterjee, 2016). Le NF-«B interviennent dans les processus de réponse inflammatoire, de
réponse immunitaire innée et acquise, d’adhésion cellulaire par I’augmentation de 1I’expression des
molécules d’adhésion, et aussi dans le contréle du cycle cellulaire et de protection contre

I’apoptose (Xiao et Ghosh, 2005).

Outre le NF-«B, d'autres facteurs de transcription, tels que la protéine activatrice-1 (AP-1),
le facteur inductible par I'hypoxie (HIF-1a), le récepteur gamma de 1'activateur de la prolifération
des peroxysomes (PPAR-y), sont aussi en partie sous le contrdle des dérivés réactifs de 1’oxygene.
L'activation se fait essentiellement par leur libération et leur translocation ultérieure dans le noyau
ou ils peuvent "activer" l'expression de génes spécifiques qui induisent I'expression de molécules
d'adhésion cellulaire (CAM), de facteurs de croissance (tels que le facteur de croissance
endothélial vasculaire, VEGF), de cytokines et de chimiokines (Chatterjee, 2016). Le tableau 06
résume les acteurs régulés par les ERO impliqués dans divers aspects de la réponse inflammatoire
cellulaire et tissulaire.

Tableau 06 : Les facteurs de transcription a régulation redox, les chimiokines et les
cytokines (Chatterjee, 2016)
Transcription factors

NF-xB -Réponse immunitaire, inflammation, proliferation.

AP-1 -Différenciation cellulaire, la survie, I'apoptose, la synthése
des cytokines.

HIF-1 -Vascularisation, angiogenése, migration cellulaire, invasion
tumorale.

Nrf-2 -Enzymes antioxydants, inhibition de 1'inflammation.

p53 -Apoptose, anti-prolifération, réparation de ' ADN.

PPAR-y -Manipulation des lipides, régulation adipeuse, inflammation.

Cytokines
TNF-a et -p (tumor necrosis factor). -Recrute les neutrophiles et les macrophages.

-Pro-inflammatoire, mobilise les neutrophiles, favorise

IL-1 to -15 (Interleukins). I'angiogenése

TGF-a et -B (transforming growth -Régulateur immunitaire ; inhibe la croissance et I'activation.
factor).
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Chimiokines

MCP-1 et -3 (Monocyte Chemoattractant -Migration des monocytes
Protein).

MIP-1a (Macrophage Inflammatory Protein- -Activation des macrophages, allergie.

).

RANTES (régulée lors de l'activation, -Migration cellulaire.
exprimée et sécrétée par la T normale, CCL5)

IL-8. -Activation des neutrophiles.

I11.1.2. Toll like receptors (TLRs) et DAMPs :

De nombreuses études ont montré que l'activation des TLR joue un role important dans le
déclenchement et la propagation de I'inflammation dans les conditions de stress oxydatif. Ceci peut

expliquer le mécanisme par lequel le stress oxydatif induit une inflammation (Gill et al, 2010).
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Figure 06 : Les modé¢les proposés pour l'activation des TLR par les DAMPs (Gill et al., 2010).

Les TLR sont des protéines transmembranaires dotées de domaines répétitifs riches en
leucine extracellulaires qui régulent la production de médiateurs inflammatoires et d'autres
fonctions immunitaires cellulaires, semblent d’étre activés par leurs ligands microbiens PAMPs
tels que les LPS, avec le temps, des données ont commencé a montrer que les TLR peuvent
¢galement étre activés par un certain nombre d'especes réactives d'oxygene/azote et les molécules
DAMPs (damage associated molecular pattern molecules) qui sont libérées dans des conditions de

stress oxydatif (Bsibsi et al., 2002 ; Gill et al, 2010).
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Gill et ses collaborateurs (2010) ont indiqué que, le stress oxydatif et le stress infectieux
peuvent partager les mémes voies de signalisation TLR, qui déclenchent une réponse
inflammatoire par l'intermédiaire de molécules adaptatrices intracellulaires telles que le facteur de
différenciation my¢loide 88 (MyD88) ou I'activateur d'interféron associé au récepteur Toll (TRIF),
qui activent diverses cascades de transduction du signal et induisent des modifications des facteurs
de transcription, tels que le NF-xB qui, a son tour, déclenche la production de cytokines et de

chimiokines pro-inflammatoires, et donc l'inflammation.

Gill et ses collaborateurs (2010) ont identifié les protéines de choc thermique (Hsp) comme
I'un des premiers DAMPs potentiels a activer la signalisation TLR4-dépendante aprés un stress
oxydatif, comme Hsp70 qui a ét¢ démontré comme médiateur des réponses inflammatoires en
activant la signalisation TLR4 pour libérer le TNF-a, Hsp72 peut également activer la signalisation

TLR2 et TLR4 pour libérer la protéine inflammatoire de macrophage (MIP)-2.

Donc la mobilisation des DAMPs pour activer la signalisation TLR pourrait représenter un

lien entre le stress oxydatif et I'inflammation (Gill et al, 2010).

II1.1.3. Peroxiredoxin-2 et inflammation :

Salzano et ses collaborateurs (2014) ont identifié la peroxiredoxine-2 (PRDX2), une enzyme
intracellulaire redox-active ubiquitaire, comme un signal de danger libéré par les cellules subissant
un stress et agissant comme un médiateur immunitaire, peut étre libérée en réponse a des stimuli
inflammatoires et agit comme un médiateur inflammatoire redox-dépendant et elle active les

macrophages pour produire et libérer le TNF- a qui permet I'induction de la réponse inflammatoire.

I11.2. L’inflammation : une cause majeure de stress oxydatif :

Comme le stress oxydatif peut induire une inflammation, il peut étre aussi, selon Pasquier
(1995), la conséquence de l'inflammation, dans la mesure ou le déclanchement du processus
inflammatoire n'implique pas initialement de ERO. Etant donné de ce qui est mentionné dans les
chapitres ci-dessus, L'inflammation est une réponse immunitaire a une lésion ou a un stimulus
excessif, en vue d'assurer I’élimination des agents agresseurs, implique les médiateurs de
I'inflammation et l'infiltration de cellules inflammatoires et immunitaires (Pasquier, 1995 ;

Chatterjee, 2016).

Au cours du processus inflammatoire, les cellules phagocytaires et non phagocytaires
activées produisent une grande quantit¢é de ERO et ERN sur le site inflammatoire, facilitent
I'élimination des agents envahissant les tissus, mais dans certaines conditions pathologiques, il

peut y avoir une génération accrue ou exagérée de ERO pendant des périodes prolongées,
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favorisent le stress oxydatif, et les 1€sions tissulaires associ€s a l'inflammation chronique (Biswas,

2015 ; Chatterjee, 2016).
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Figure 07 : Les radicaux libres générés pendant I'inflammation (Soomro, 2019).

I11.2.1. NADPH oxydase (NOX):

De nombreuses études et auteurs ont démontré que la principale source de radicaux libres au
cours du processus inflammatoire est la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH)
oxydase, une famille d'enzymes membranaires dépendante de I'oxygene permet de catalyser la
production d'anions superoxyde (Oz¢); donnent un électron du NADPH a 1'oxygéne moléculaire
(O2), localisés sur la membrane cellulaire normalement a 1'état de repos, et classés par leur sous-

unité catalytique, NOX (Pasquier, 1995 ; Vaziri, 2008 ; Fischer et Maier, 2015 ; Soomro, 2019).

La NADPH oxydase a été retrouvée dans de nombreux types de cellules, notamment les
macrophages et les PMN, servait de source de ERO impliquée dans la signalisation cellulaire et
I'homéostasie tissulaire dans les cellules saines, mais au cours des infections, l'activation des
NADPH oxydases est considérablement accrue et I'augmentation des ERO qui en résulte est
particulierement importante pour détruire les microbes envahisseurs. Cependant, l'activation
excessive de la NADPH oxydase, et donc, une génération exagérée de ERO, entrainant un
déséquilibre entre production et protection, c'est-a-dire un stress oxydatif (Pasquier, 1995 ; Vaziri,

2008 ; Fischer et Maier, 2015).

Il a été reconnu qu'une variété de cytokines pro-inflammatoire induisent la production de
ERO via l'activation de la NADPH oxydase apres fixation sur leurs récepteurs spécifiques sur les

membranes des PMN ou des macrophages (Pasquier, 1995 ; Vaziri, 2008 ; Khansari et al., 2009).

Par exemple, d’apres Biswas (2016), La cytokine pro-inflammatoire interféron-y augmente

la production de ERO par ’activation de Dual oxydase 2, un membre de la famille des NADPH
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oxydases. En plus, il a ét¢ démontré que la cytokine inflammatoire IL-6 produit des ERO par une

activation accrue de la NADPH oxydase 4 (NOX4).

De plus, dans une recherche de Fischer et Maier (2015), la cytokine tumor necrosis factor
(TNF), joue un role important dans I'inflammation, par l'activation et le recrutement de cellules
immunitaires via son récepteur TNF 1 (TNFR1), qui peut directement induire un stress oxydatif
par l'activation d'enzymes produisant des ERO et ERN, spécifiquement, le systtme NADPH
oxydase NOXI1 et NOX2.

I11.3. Stress oxydant et syndromes inflammatoires chroniques :

Il existe une importante littérature sur la présence de stress oxydatif et/ou de déficience des
systémes antioxydants dans le cadre des maladies chroniques, particulierement dans les syndromes
inflammatoires chroniques. Dans ce chapitre nous nous sommes limités a certaines d’entre elles :
les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), certaines atteintes pulmonaires

chroniques et la polyarthrite rhumatoide (PR).

I11.3.1. Stress oxydant et maladies inflammatoires chroniques intestinales :

Un grand nombre d'études font état d'une augmentation du stress oxydatif au cours des MICI.
D’aprés Reimund, (2002), Keshavarzian et ses collaborateurs (1992) et Simmonds et ses
collaborateurs (1992) ont indiqué une ¢élévation de la production de ERO par la muqueuse
intestinale de patients atteints de MICI. Il a été démontré alors que ce stress oxydatif est
responsable d'une peroxydation accrue des lipides, de méme que d'une altération de certaines

fonctions des cellules épithéliales (Levy et al, 2000 ; McKenzie et al., 1996).

Conjointement a ces travaux démontrant que le stress oxydatif intervient dans
I'inflammation intestinale et dans la genese et/ou le maintien des Iésions tissulaires au cours de la
rectocolite hémorragique (RCH) et de 1a maladie de Crohn (MC), plusieurs articles rendent compte
d'une diminution des capacités des systemes de défense antioxydants par le biais d'une diminution
de la concentration de la SOD, de la métallothionéine et de la synthése du glutathion au cours des
MICI (Grisham, 1994 ; Lih-Brody et al, 1996 ; Reimund, 2002). Certaines carences en vitamines
antioxydants ou en minéraux, qui sont des cofacteurs des enzymes antioxydants, ont par ailleurs

été signalées tant chez les enfants que chez les adultes (Reimund, 2002).

Selon Ospelt et Gay (2010), diverses études montrent clairement que 1'expression des TLR
est régulée de manicre spécifique dans les MICI. La cause et les conséquences de cette régulation
restent cependant peu claires. Un role des TLR, qui sont activé par divers PAMPs ou DAMPs,

dans le développement des maladies inflammatoires de l'intestin est également suggéré par des
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¢tudes génétiques, montrant une association positive ou négative de divers polymorphismes des

TLR, notamment TLR2, TLR3 et TLR4, avec le développement de cette maladie.

En dépit de ces informations et de la théorie ci-dessus, cette problématique n'a pas été
résolue de maniere définitive. Il reste a prouver précisément la relation de cause a effet entre le
stress oxydatif et les dommages inflammatoires dans les MICI : le déséquilibre
oxydants/antioxydants est-il la cause ou la conséquence de I’inflammation ? La carence en
micronutriments résulte-telle d’une carence d’apport et/ou d’une consommation excessive du fait
du stress oxydant ? Pour répondre, au moins partiellement, a ces questions, seules des études

d'intervention nutritionnelle peuvent étre envisagées. (Reimund, 2002).

I11.3.2. Stress oxydant et atteintes pulmonaires chroniques :

Depuis quelques années, un grand nombre de travaux expérimentaux ont permis d'étayer
le role du stress oxydatif dans la pathogenese de certaines maladies respiratoires inflammatoires
chroniques telles que la bronchopneumopathie chronique obstructive, l'asthme ou la

mucoviscidose.

Un certain nombre de recherches ont ét€ menées sur les effets des especes réactives de
'oxygéne sur les différentes composantes de la fonction respiratoire. Néanmoins, la majorité des
résultats acquis in vitro et surtout in vivo ont été obtenus chez I'animal. Les études menées chez
I'homme ont relativement peu d'importance, a l'exception des expériences réalisées avec des

cellules épithéliales bronchiques ou des cellules inflammatoires de 1'arbre respiratoire (Reimund,

2002). Ces effets sont :

- Stimulation directe de la contraction musculaire lisse bronchique (H203)

- Augmentent la réponse contractile a : 1’acétylcholine ou la méthacholine, 1’histamine, la
5-hydroxy-tryptamine, la bradykinine, la substance P.

- Diminuent le nombre et la fonction des récepteurs -adrénergiques

- Stimulent la prolifération des myocytes

- Augmentent la perméabilité bronchique

- Augmentent la production de mucus

- Diminuent le nombre et la fonction des cellules épithéliales ciliées

- Alterent la structure des cellules épithéliales ciliées

- Modifient I’expression de certaines molécules d’adhésion

- Favorisent le recrutement local des cellules inflammatoires

- Modifient I’activation de certains facteurs transcriptionnels et la production d’autres

médiateurs inflammatoires (eicosanoides, cytokines, etc.) (Henricks et Nijkamp, 2001).
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IT1.3.3. Stress oxydant et polyarthrite rhumatoide (PR) :

La PR est une maladie inflammatoire chronique des articulations, ou la synoviale activée
et hyperplasique envahit et détruit le cartilage et 1'os. Les cellules synoviales activées, en particulier
les fibroblastes synoviaux, sécrétent des molécules effectrices pro-inflammatoires et dégradant la

matrice. Le déclencheur de cette activation aberrante est encore méconnu (Ospelt et Gay, 2010).

L'implication du stress oxydatif dans les mécanismes inflammatoires articulaires de la PR
a fait 1'objet d'une série d'études publiées ces derni¢res années. Parmi les facteurs a l'origine du
stress oxydatif, une augmentation de la pression intra-synoviale, une diminution de la densité des
capillaires synoviaux, des modifications du métabolisme du tissu synovial ou des 1ésions répétées
d'ischémie-reperfusion dans les articulations malades ont été proposées (Mapp et al, 1995 ;

Reimund, 2002).

En effet, la dégradation du tissu synovial, source de libération de fer, de cuivre et de
protéines héminiques qui favorisent certaines réactions génératrices de ERO, de méme que la
présence de lymphocytes, mais surtout de macrophages activés et de PNN, au sein de la cavité
synoviale, réunissent toutes les conditions nécessaires au développement du stress oxydatif. Cela
est démontré par une augmentation du malondialdéhyde plasmatique chez les patients, corrélée a
l'activité de la maladie, et, au niveau articulaire, par une augmentation de la concentration de 1'ion
superoxyde ou de la thiorédoxine dans le liquide articulaire, ou de la métallothionéine dans le tissu
synovial. Le stress oxydatif dans la PR serait, aux yeux de certains chercheurs, a l'origine de la
production de certains médiateurs génotoxiques responsables de mutations de p53 associées, entre
autres, a des anomalies de la prolifération et de I'apoptose des synoviocytes a I'origine de la sévérité

de la maladie. (Reimund, 2002).

En outre, Ospelt et Gay (2010), ont mentionné que plusieurs études ont confirmé que les
TLR en général jouent un role dans le développement de la PR. Ces résultats suggeérent que TLR2
pourrait avoir un role protecteur dans la polyarthrite rhumatoide, alors que la signalisation de TLR4

semble étre préjudiciable.
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IV. PRESENTATION DES PLANTES ETUDIEES :
IV.1. Présentation de la plante Paronychia argentea :

IV.1.1. Description botanique :

Paronychia argentea, fait partie de la famille des Caryophyllaceae (Sait et al, 2015). Elle est
largement éparpillée dans la région méditerranéenne (Belarbi et al, 2014). Cette dernicre est la
plante la plus pratiquée en abondance dans les médecines conventionnelles en Algérie, elle est
populairement célebre sous le nom de thé arabe (Kassaret lahdjer, Fettatet lahdjer ou Bissat el-
moulouk) (Veeraraghavan et al., 2020), également connu sous le nom de thé algérien (Bouanani et

al., 2010).

Paronychia argentea (PA), est une plante pérenne et éternelle, mesure entre 30 a 50 cm de
haut, Les feuilles jusqu'a 2 mm de long et 5 mm de large, elles sont lisses, linéaires, lancéolées et
de temps a autre ovales avec des extrémités aigués, les capitules sont latéraux, terminaux, denses
et mélangés aux feuilles, et la période de floraison s'étend de janvier a avril (Belarbi et al., 2014).
C'est une espece hermaphrodite, sa pollinisation se fait par les insectes, et elle se développe dans
les sols sableux et limoneux, la PA nécessite aussi une exposition compléte au soleil, elle ne peut

pas pousser a I’ombre (Veeraraghavan et al., 2020).

Figure 08 : La plante médicinale Paronychia argentea (Frikha et Sefari, 2020).
IV.1.2. Systématique de la plante Paronychia argentea : (Adjadj, 2016)

- Régne: Plantae

- Embranchement: Phanerogames

- Division: Magnoliophyta

- Sous Embranchement: Angiospermes
- Classe: Eudicotyledons

- Ordre: Caryophyllales

- Famille: Caryophyllaceae

- Genre: Paronychia

- Espéce: Paronychia argentea
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IV.1.3. Répartition géographique :

Paronychia argentea provient de la péninsule Ibérique, la France, la péninsule d’ Apennin,
la péninsule Balkanique, la Turquie, le Levant, I’ Asie du Sud-Ouest et I’ Afrique du Nord (Adjadj,
2016). Le biotope principal de la plante comprend toute la zone autour de la mer Méditerranéenne,
elle pousse sur les terrains abandonnés ou secs, les terrains vagues, les dunes et les fossés et

prospere de 1'hiver a 1'été (Veeraraghavan et al, 2020)
IV.1.4. Composition chimique :

Les principaux constituants de I’extrait aqueux de P. argentea sont les flavonoides, les
composés phénoliques et les terpénoides. Par contre, I’analyse phytochimique de cet extrait a

montré 1’absence d’alcaloides (Al-Bakri et Afifi, 2007).

L'extrait éthanolique des parties aériennes de Paronychia argentea a montré la teneur la plus
¢levée en flavonoides, suivi par la décoction et 1'infusion, respectivement. Onze composés ont été
identifiés et six d'entre eux, dont I'isorhamnétine-3-O-dihexoside, la quercétine-3-O-glucoside, la
quercétine-méthyléther-O-hexoside, la quercétine, la jacéosidine et I'isorhamnétine, ont été décrits
dans cette plante pour la premicre fois, son examen phytochimique a montré la présence en plus
de lutéoline, ainsi que des huiles volatiles (Afifi et al, 2005 ; Al-Bakri et Afifi, 2007 ; Sait et al,
2015 : Veeraraghavan et al., 2020).

IV.1.5. Usages traditionnels et Propriétés médicinales :

Paronychia argentea, qui est largement répandu dans 1'Est de I'Algérie, est utilisée en

médecine populaire pour le traitement de plusieurs troubles (Zama et al., 2007).

La décoction des parties aériennes de cette plante est utilisée comme diurétique dans la
médecine traditionnelle algérienne, elle est également utilisée pour soigner les maladies rénales,
dissoudre et expulser les calculs rénaux apres quelques jours de traitement, pour traiter les
infections et les maladies des voies urinaires, et pour le traitement des infections respiratoires.
Cette plante est également utilisée pour traiter les ulceres d'estomac, I'anorexie, les flatulences, les
maladies de la vessie et de la prostate, les maladies cardiovasculaires et le diabéte, elle possede
¢galement des propriétés anti-inflammatoires, antioxydants et antimicrobiennes (Braca et al.,

2007 ; Zama et al., 2007 ; Bouanani et al., 2010 ; Sait et al, 2015 ; Veeraraghavan et al., 2020).

La protection rénale et les effets anti-urolithiase de P. argentea, ont été prouvés par Bouanani
et ses collaborateurs (2010). En 2014, Belarbi et ses collaborateurs ont établi que P. argentea agit
comme un bon anti-précipitant du carbonate de calcium (CaCO3). Ce qui peut contribuer a la
validation de son utilisation médicinale pour traiter les calculs rénaux (Chaussemier et al., 2015).

D’autre part, Hamdan et Afifi (2004) et Sait et ses collaborateurs (2015) ont démontré que
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I’activité hypoglycémiante de cette plante est due a I’inhibition de la a-amylase par ses différents
flavonoides aglycones et glycosides. Plusieurs études ont également justifié I’activité antioxydante
des extraits alcooliques et aqueux de P. argentea en utilisant différents tests antioxydants (Ferreira
et al, 2006 ; Zama et al, 2007 ; Gongalves et al., 2013; Sait et al, 2015). Par ailleurs, Al-Bakri et
Afifi (2007), ont conclu que I’extrait éthanolique de Paronychia argentea a montré une activité

antimicrobienne élevée contre Bacillus subtilis, et faible contre Escherichia coli.

IV.1.6. Toxicologie :
Malgré les résultats intéressants obtenus par les études pharmacologiques et leur utilité
thérapeutique potentielle, les tests pharmacologiques ou les études de toxicité sur cette plante sont

rares (Bouanani et al., 2010).

La toxicité aigué préliminaire a montré que la DL50 de l'extrait aqueux et de l'extrait
butanolique était respectivement supérieure a 2000 et 40 mg/kg. L'administration orale d’extraits
de Paronychia argentea n'a pas induit d'altérations signifiantes de presque tous les parameétres
biochimiques, hématologiques et morphologiques chez les rats Wistar (Bouanani et al, 2010).
Cependant, les études toxicologiques sont encore limitées, ce qui indique la nécessité de telles

¢tudes pour l'utilisation clinique de cette plante (Veeraraghavan et al., 2020).
IV.2. Présentation de la plante Urtica dioica L. :
IV.2.1. Description botanique :

L'ortie (Urtica dioica L.) est une plante herbacée vivace a fleurs, une plante comestible, bien
connue pour ses propriétés nutritionnelles et nutraceutiques, elle appartient a la famille des
Urticaceae et au genre Urtica, avec une longue histoire d'utilisations médicinales et traditionnelles

dans de nombreux pays (Dhouibi et al., 2020 ; Maietti et al., 2021 ; Paulauskiené¢ et al., 2021).

Parmi les especes du genre Urtica, Urtica dioica L, la plus grande et la plus répandue, dont
le terme Urtica, signifie "celle qui brale", vient du latin urere (briler), par contre, le nom de
l'espece dioica signifie "deux maisons" car, habituellement, la plante a des fleurs males ou

femelles, dans des inflorescences séparées (Ahmed KK et Parsuraman, 2015 ; Dhouibi et al., 2020).

L'ortie supporte tous les sols, en particulier ceux contenant de la matiére organique fraiche
et dans les sols riches en azote, elle fleurit entre juin et septembre de chaque année, et atteint pres
de 3 pieds de haut, leur tige est érigée et verte, les feuilles sont opposées, cordées a la base,
oblongues ou ovales, finement dentées, vert foncé dessus et plus pale dessous. Les fleurs sont de
couleur brun rougeatre a blanc verdatre. Les petites fleurs vertes, dioiques, se présentent en

racémes a l'aisselle des feuilles supérieures (Ahmed KK et Parsuraman, 2015 ; Dhouibi et al, 2020).
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Figure 09 : La plante médicinale Urtica dioica L (Asgarpanah et Mohajerani, 2012).

IV.2.2. Systématique de la plante Urtica dioica L. : (Ahmed KK et Parsuraman, 2015)

- Reégne: Plantae

- Sous-Reégne : Tracheobionta

- Super division: Spermatophyta
- Division: Magnoliophyta

- Classe: Magnoliopsida

- Sous-classe: Hamamelidae

- Ordre: Urticales

- Famille: Urticaceae

- Genre: Urtica L.

- Espece: Urtica dioica L.

IV.2.3. Répartition géographique :

Aujourd’hui le genre Urtica pousse partout dans le monde, sauf en Antarctique et dans
certaines régions tropicales ; le plus important Urtica dioica, est largement distribué en Europe,
Afrique, Asie, Amérique du Nord, et naturalisé¢ dans d'autres parties tempérées du monde (Dar et

al., 2012 ; Ahmed KK et Parsuraman, 2015 ; Taheri et al, 2022).
IV.2.4. Composition chimique :

L’ Urtica dioica est caractérisée par la présence de nombreuses substances biologiquement
actives, la composition chimique des feuilles d'ortie varie tout au long de la saison de croissance,
et cette différence est due par différents facteurs, y compris le type de plante, la nature du sol, le
climat les pratiques agricoles, le génotype, le stade végétatif, le moment de la récolte, et d'autres

causes (Maietti et al., 2021 ; Paulauskiené et al., 2021).
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Les feuilles d'ortie sont une source importante de minéraux (dont le calcium, le fer, le
magnésium, le phosphore, le potassium, le sodium) et de vitamines (vitamines hydrosolubles,
quantités significantes de vitamine C et de vitamine B (B1, B2, B3, B6, B9), vitamines liposolubles
A, D, E, K, pro-vitamine A (B-caroténe), et vitamine E (a-tocophérol)), et les caroténoides, dont
les principaux établis dans les feuilles végétales sont le B-caroténe, la violaxanthine, les
xanthophylles, la zéaxanthine, la lutéoxanthine et 1'époxyde de lutéine. Elle contient également
une quantité pertinente de chlorophylles, et, des protéines, des graisses, des glucides, des acides
organiques et des oligo-¢éléments, D'autre part, les feuilles d'ortie (variété Urtica dioica) sont riches
en phytoconstituants, principalement en polyphénols, en flavonoides (kaempférol, isorhamnétine,
quercétine, isoquercitrine et rutine, et dérivés rutinosides ou glycosides) et en acides phénoliques

(acide caféique et acide chlorogénique) (Maietti et al., 2021; Paulauskiené et al., 2021).

Les huiles essentielles d'Urtica dioica se composent principalement d'hexahydrofarnesyl
acétone, de 1,8-cinéole, d'a -ionone, de P-ionone, de farnésylacétone, de méthylbenzéne, de
limonéne, 3-caréne, gamma-terpinéne, vanilline, acétate de butyle, acide 1,2-

benzeénedicarboxylique et 7-acétyl-6-éthyl-1,1,4,4-tétraméthyltétraline (Taheri et al, 2022).
IV.2.5. Usages traditionnels et Propriétés médicinales :

L’Urtica dioica L est utilis¢ en médecine traditionnelle pour traiter diverses affections.
Traditionnellement, un thé fait a partir des feuilles d’U. dioica a été utilisé comme un tonique
nettoyant et un purificateur de sang, pour traiter les allergies, les calculs rénaux, les brilures,
I'anémie, les éruptions cutanées, et le diabeéte. En usage externe, elle est utilis€ée pour traiter les
problémes de peau, la goutte, la sciatique, la névralgie et les problémes de cheveux, elle aussi
utilisée comme agent antihémorragique, antirhumatismal, antiasthmatique, diurétique, pour
réduire les flux menstruels excessifs, les saignements de nez, le traitement de 1'arthrite, et le rhume
des foins (Dar et al, 2012 ; Ahmed KK et Parsuraman, 2015 ; Paulauskiené et al., 2021). Ainsi que
dans le controle des troubles cardiovasculaires, notamment Il'hypertension, et améliorer
I'homéostasie du glucose in vivo. La racine d'ortie pourrait prévenir certains des effets de

I'hyperplasie prostatique (Dhouibi et al., 2020).

L’activité antioxydante de 1’ortie a fait I’objet de plusieurs travaux. Il a été montré que
I’extrait aqueux d’ortie présentait un pourcentage d'inhibition de la génération de superoxyde plus
¢levé que celui de I'hydroxyanisole butylé (BHA), de 1'hydroxytoluéne butylé (BHT) ou du a-
tocophérol (vitamine E) (Giilcin et al., 2004). Des infusions d’ortie ont considérablement réduit la
quantité de blessures aux tissus, et une diminution de 1’augmentation des transaminases sériques
ALT, de la catalase hépatique et de la superoxyde dismutase cérébrale chez des rats traités au TCA

(acide trichloroacétique cancérogene) (Celik et Tuluce, 2007).
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L’ortie a des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoire (due a l'inhibition de la
cyclooxygénase, de la lipoxygénase et de la production de cytokines). Plusieurs essais d’études
cliniques de I’effet anti-inflammatoire d’U. dioica ont ét¢ menés, mais, jusqu’a aujourd’hui, il
n'existe aucune étude clinique prouvant formellement l'efficacité d'une préparation d'U. dioica
comme anti-inflammatoire. La preuve de I'efficacité supposée repose uniquement sur une tendance
a l'amélioration de 1’état des patients, en particulier en complément du traitement par les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) comme le Diclofenac (Wolf, 1998 ; Wolf et al, 2001).
Wagner et ses collaborateurs (1994) ont démontré qu'une fraction polysaccharidique d'un extrait
aqueux de racine d'ortie, contenant 4 polysaccharides différents inhibait le développement d’un
cedeme de patte de rat induit a un méme degré que 1I’Indométacine. Cette activité antiinflammatoire
est probablement due a l'inhibition de la production de cyclooxygénase, lipoxygénase et de

cytokine (Capasso, 2003).

Plusieurs d’autres études ont monté que 1'U. dioica a un effet antimicrobien, antiviral,
anticancéreux, antiulcéreux, anthelminthique et analgésique, et un effet thérapeutique contre la

néphrotoxicité¢ (Ahmed KK et Parsuraman, 2015 ; Dhouibi et al, 2020 ; Taheri et al., 2022).
IV.2.6. Toxicologie :

Dans des études de toxicité aigué et de comportement brut réalisées par Dar et ses
collaborateurs (2012), sur des rats Wistar des deux sexes, aucune mortalité n'a été observée
pendant la période de 24 heures aux doses testées (250, 500, 1000 et 2000 mg/kg de poids corporel)
et les animaux n'ont présenté aucun symptome toxique stéréotypé tel que convulsion, atoxie,

diarrhée ou diurése accrue.
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MATERIEL ET METHODES
I. Matériel :

I.1. Matériel végétal :

Des plants frais entiers des deux espéces Paronychia argentea et Urtica dioica en stade début
de floraison ont été échantillonnés en fin février 2022 dans un champ libre au niveau de la wilaya
de Constantine. La partie aérienne de chaque plante est alors nettoyée et séchée a I'air libre et sous
abri. Une fois seche, la partie aérienne de chaque plante est broy¢e, stockée dans des bocaux
hermétiques et placée dans un endroit a I'abri de la lumicre et de la chaleur avant son usage.

1.2. Matériel animal :

Afin d'étudier l'activité anti-inflammatoire in vivo, on a utilisé des rats males de souche

Wistar Albinos, qui pésent entre 150 et 250 g, issus par ¢élevage a l'animalerie du département de

biologie animale, faculté des sciences de la nature et de la vie, université Mentouri Constantine 1.

Pour I’étude de I’activité analgésique et antipyrétique, on a utilisé des souris femelles de
souche Mus musculus, qui pésent entre 25 et 35g, issus par ¢levage a I'animalerie de la faculté des

sciences de la nature et de la vie, université Mentouri Constantine 1.

Les rats et les souris sont placés dans des cages en plastique avec un couvercle en acier
inoxydable (36cm x 25cm) ou chaque cage contient 5 rats/souris. Ils ont un acces libre a I'eau et a

la nourriture "type standard", fournie par 'Office National de 1'¢levage d'Ain M'Lila (ONAB).

Une période d'adaptation de deux semaines est effectuée dans l'animalerie a température
ambiante (de 20 a 24°C), et sont conditionnés a un rythme de 12/12 heures lumiére/obscurité, pour
le respect de leur horloge biologique. La litiére utilisée est de la sciure de bois renouvelée tous les

deux jours afin de les maintenir dans un état de conditionnement hygiénique.

Le marquage individuel des animaux se fait par numérotation sur la queue a l'aide d'un
marqueur permanent, et ils ont été manipulés dans le respect des régles et des principes définis

dans le manuel « Care and Use of Experimental Animals ».

I.3. Les réactifs :
- Les solvants organiques utilisés dans les différentes expériences de cette étude sont de
grade analytique (Le méthanol, 1’éthanol, le formol), fournis par Sigma- Aldrich.
- Levure de bi¢re : BIOMAX.
- Les différents acides sont : L’acide ascorbique, I’acide gallique et 1’acide Tannique de

Sigma, ABTS, Acide acétique.
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Les réactifs chimiques sont : L’albumine sérique bovine (BSA) et le phosphate de sodium
(Na3POs4) ont été fournis par Sigma-Aldrich, Le Folin-Ciocalteu (FCR) par Biochem, BHA,
BHT, TCA, a-tocophérol C20Hs002, DPPH CisH12NsOe.

Les sels sont : Bicarbonate de sodium (NaxCOs), trichlorure D’aluminium (AICI3),
Chlorure de Sodium (Na Cl), Nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H20), Sodium Phosphate
dibasique (Na2HPOs4), potassium phosphate dibasique (K2HPOs4), potassium dihydrogene
phosphate (KH2PO4) de Sigma, sodium dihydrogeéne phosphate (NaH2PO4) de Labosi,
Ferricyanure de potassium K3Fe(CN)s, Potassium acétate CH3CO2K, Trisodium citrate
NazCsHs0O7 ,Chlorure de fer FeCls ,Persulfate de potassium K2S20s. Acetate ammonium
CH3COONH4, Chlorure déshydraté (Cu Clz, 2H20), Néocuproine Ci4sHi2N2, Potassium
acétate CH3COx.

D’autres produits chimiques utilisés : la quercétine, tris base (NH2C(CH20H3)) par Sigma-
Aldrich, le diclofénac sodique fournis par SAIDAL), Potassium acétate CH3CO2, Silver
nitrate AgNOs.

1.4. Les appareils :

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.

Un lecteur de microplaque (Perkin Elmer).

PH métre (MeterLab -PHM210).

II. Méthodes :

II.1. Méthodes d’extraction :

I1.1.1. Préparation des extraits aqueux infusé :

L’extraction des substances bioactives contenues dans la partie aérienne des plantes

(Paronychia argentea et I’ Urtica dioica) est réalisée par infusion dans I’eau distillée bouillon. 25

g de poudre de la partie aérienne de la plante est additionné a 500 ml d’eau distillée bouillon puis

laissé 45 minutes pour infusion avec agitation de temps en temps.

La solution obtenue a été ensuite filtré trois fois sur du coton hydrophile, centrifugé a 3000

tours/min pendant 10 minutes pour se séparer de tous les débris puis filtré sous vide a 1’aide du

papier Wattman N°1.
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Le filtrat récupéré est versé dans des boite de pétri en verre et séché a 1’étuve a 40 °C afin
de protéger les molécules extraites de la partie aérienne de Paronychia argentea et d’ Urtica dioica.

La poudre obtenue constitue 1’extrait aqueux de la plante et stockée a -20°C.

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

P’université des Fréres Mentouri Constantinel.

25g de la partie aérienne de chaque plante (séché et broyé)
+
500ml d’eau distillée bouillon «100°C >

!

Infusion pendant 45 minutes

!

Centrifugation a 3000 tours/min pendant 10 minutes

l

Filtration sous vide avec du papier filtre Wattman N°1

(Extrait sous forme aqueux)

l

Séchage par étuve a 40 °C

(Extrait aqueux sous forme d’une Poudre conservés a -20C°)

Figure 10 : Protocole de préparation d’extrait aqueux de la partie aérienne de Paronychia argentea et

d’Urtica dioica

I1.1.2. Préparation des extraits hydro-méthanolique (MeOH 80 %) :

Les extraits hydro-méthanolique sont obtenu par la méthode de macération. Briévement, 25
g de parties aériennes séchées et broyées de chaque plante (Paronychia argentea et 1’ Urtica dioica)
ont été ajoutés a 500 ml de méthanol 80 % et laisser macérer pendant 48 heures a I’aide d’un

agitateur magnétique, a température ambiante et a I’abri de la lumicére.

Apres filtration et centrifugation par la méme méthode précédemment utilisée, le filtrat
obtenu a été séché a I’étuve a 40° C dans des boites de pétri en verre pour obtenir 1’extrait hydro-

méthanolique final (HM), stockée apres a -20°C.
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25g de la partie aérienne de chaque plante (séché et broyé)
-

500ml méthanol 80%

!

Macération pendant 24 heures

1

Centrifugation a 3000 tours/min pendant 10 minutes

}

Filtration sous vide avec du papier filtre Wattman N°1

(Extrait sous forme aqueux)

'

Séchage par étuve a 40 °C

(Extrait hydro-méthanolique sous forme d’une Poudre conservés a -20C°)

Figure 11 : Protocole de préparation d’extrait hydro-méthanolique de la partie aérienne de Paronychia

argentea et |’ Urtica dioica

I1.1.3. Rendement de I’extraction :
Le rendement est la masse de I'extrait déterminée apres le séchage, exprimée en pourcentage
(%) par rapport a la masse initiale de la poudre soumise a I'extraction. Il est calculé selon la formule

suivante :

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 (25g)

I1.2. Méthodes de caractérisation quantitative des polyphénols et des flavonoides :
Pour I’étude phytochimique quantitative des différentes molécules chimiques actives des
extraits de plantes, deux protocoles ont ét¢ suivis afin de doser les teneurs des polyphénols totaux,

et des flavonoides totaux de la maniére suivante :
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I1.2.1. Dosage des polyphénols totaux :
Les composés phénoliques font en effet, I'objet de nombreuses études en raison de leur action
positive sur la santé. Le dosage de ces composés se fait par la méthode décrite par Singleton et

Rossi en 1965 en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

I1.2.1.1. Principe :

Le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR), un acide de couleur jaune constitué¢ par un mélange
d'acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique, cette méthode est alors basée sur la
réduction en milieux alcalin de réactif de Folin par les groupements oxydables des composés
phénoliques, conduisant a la formation un mélange d’oxydes de tungsténe et molybdéne de couleur
bleue, proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux, présentent

un maximum d’absorption a 765 nm (Singleton et Rossi, 1965 ; Georgé et al, 2005 ; Boizot et

Charpentier, 2006 ; Ouedraogo et al., 2015).

11.2.1.2. Mode opératoire :

Dans des Tubes a essai, 125 pl de chaque extrait végétal dissous dans le solvant
correspondant, a différentes concentrations (0-1 mg/ml), est mélangé avec 500 ul d’eau distillée
et 125 uL de réactif de FCR. Le mélange a été¢ gardé a la température ambiante pendant 5 min,
puis 1250 pl de carbonate de sodium 2% (Na2CO3) et 1000 pl d’eau distillée ont été ajoutés pour
neutraliser le réactif résiduel. Aprés agitation, une incubation pendant 90 minutes a été effectuée
a température ambiante et a I’obscurité. Les absorbances ont été¢ mesurées apres a 765 nm avec un

spectrophotométre.

L’acide gallique ainsi que 1’acide tannique sont établis comme contrdle positif. Pour ce faire,
les courbes d’étalonnage ont été établie en parallele dans les mémes conditions opératoires, en
préparant une gamme de solution d’acide gallique et I’acide tannique de concentration variant de
0-500 pg/ml. La teneur en phénols totaux a été exprimée en mg équivalent d’acide gallique et acide
tannique, par 1 g d'extrait brut (mg EAG/1g EXT et EAT/1g EXT). Les analyses ont été effectuées

3 fois et la valeur moyenne a été calculée.

I1.2.2. Dosage des flavonoides totaux :

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal responsables
des pigments des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux, ils sont
couramment consommés quotidiennement, et pourraient exercer une multitude d’activités

biologiques, notamment des propriétés antioxydants, et anti-inflammatoires (Ghedira, 2005).

11.2.2.1. Principe :
Le contenu total en flavonoides a été déterminé en utilisant la méthode colorimétrique de de

trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996). En bref, Le chlorure d’aluminium (AICI3) forme
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un complexe trés stable avec les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides
(Lagnika et al., 2005), qui donnent une couleur jaunatre par chélation des métaux (Fe*?, Al*?). Ce
complexe jaune absorbe la lumicre visible a une longueur d’onde 562 nm (Ribéreau-Gayon, 1968;

Djamilatou, 2021).

11.2.2.2. Mode opératoire :

Dans des tubes a essai, Chaque 1 ml d’extrait préparé dans du méthanol est mis a réagir avec
1 ml de trichlorure d’aluminium 2% (préparé dans le méthanol). Le mélange est agité et laissé a la
température ambiante et a ’obscurité pendant 60 min. L’absorbance de chaque solution a été

déterminée a 430 nm par spectrophotomeétre.

Les concentrations des flavonoides ont été¢ déduites a partir de la courbe d’étalonnage établie
avec la quercétine préparé en parallele dans les mémes conditions opératoires avec différentes
concentrations (0-300ug/ml). Les analyses ont été effectuées 3 fois et Les résultats sont exprimés

en milligrammes d’équivalents de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

I1.3. Méthodes de dosage des activités antioxydants in vitro :

L'activité antioxydant des extraits a été testée par les méthodes suivantes : Le test de piégeage
du radical DPPH, Le test de piégeage du radical ABTS™™, Le test CUPRAC, Pouvoir réducteur du
fer (Test FRAP), Le test Phénanthroline.

I1.3.1. Le test de piégeage du radical DPPH :
Le DPPH est le test antioxydant le plus fréquemment utilisé pour les extraits de plantes, c'est
I'une des méthodes les plus simples et les plus rapides pour évaluer le pouvoir anti-radicalaire de

divers composés (Fofié et al, 2017 ; Nagarajan, et al., 2017).

I1.3.1.1. Principe :

Dans ce test, une molécule ou un antioxydant va réagir avec un radical libre stable DPPH"
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d'un hydrogene, provoquant une décoloration de la
molécule, Le DPPH", initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale aprés réduction

(Fofié et al., 2017 ; Nagarajan et al., 2017).

Le dosage du DPPH permet de déterminée, cinétiquement, 1'activité anti-radicalaire libre des
extraits de plantes, par spectrophotométrie a 517 nm par (Blois, 1958). Le a-tocophérol, BHT et le

BHA sont utilisés comme standards antioxydants.
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NO, NO,
. Antioxydant H 5
OZN N_N + A-H — OZN N_N + A
Extrait de plante
NO, NO,

|
\! DPPH- DPPH-H

Figure 12 : Réduction de radical DPPH en DPPH-H.

11.3.1.2. Mode opératoire :

Ce test a été évalué au niveau du centre national de recherche en biotechnologie (CRBT),
suivant le protocole appliqué en 1958 par Blois, sur une microplaque a 96 puits de volume 200
ul pour chaque puits. Courtement, 160 pl d’une solution de DPPH préparer dans le méthanol (6
mg de DPPH dissout dans un volume de 100 ml de méthanol) est mélanger avec 40 pl de
différentes dilutions des extraits des plantes (0—4 mg/ml). Le mélange est gardé pendant 30 minutes
a température ambiante et a ’abri de lumiére, Puis I’absorbance est mesurée a 517 nm contre un

blanc composé de 160 pl de la solution de DPPH et de 40 pul de solvant utilisé.

Les échantillons et le blanc sont préparés dans le solvant correspondant et les standards (Le
a-tocophérol, BHT et le BHA) sont préparés dans le méthanol absolu. L’absorbance est mesurée
par un lecteur a microplaque et le % PI (pourcentage d’inhibition) est calculé suivant cette

formule :

Densité optique de blanc — Densité optique de I'échantion
PI% = — - x 100
Densité optique de blanc

La détermination de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations
qui correspondent a 50 % d'inhibition (ICso) ; la valeur ICso la plus basse correspond a 1'efficacité
la plus ¢élevée de l'extrait. La valeur de I’ICso est exprimée en pg/ml (3 répétitions pour chaque

concentration).

I1.3.2. Le test de piégeage du radical ABTS™ :
I1.3.2.1. Principe :

L’activité ABTS est une technique spectrophotométrique basée sur la formation d’un radical
cationique coloré (bleu-vert) stable (ABTS'™), a partir de 'ABTS (acide 2,2'-azino-bis (3

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) en réagissant avec le persulfate de potassium (K2S208).

41-



Matériel et méthodes Section II : Partie pratique

L’ajout d’un antioxydant ; un donneur de H", permet la réduction de ce radical qui se décolore
suite a un transfert d’¢électron. Cette méthode est déterminée par Re et ces collaborateurs en 1999.

En effet, le dosage de ’ABTS permet de déterminée l'activité antioxydants totale des extraits
de plantes a partir de sa capacité a inhiber le radical ABTS"", obtenu a partir ' ABTS, La

décoloration du radical est alors mesurée par spectrophotométrie a 734 nm comparativement a des

antioxydants de référence : BHT et le BHA (Re et al., 1999 ; Marc et al., 2004).
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Figure 13 : Formation et réduction du radical ABTS"" par un antioxydant donneur de H'.

11.3.2.2. Mode opératoire :

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Re et ses collaborateur 1999. 160 ul
d’ABTS™ a été déposé en triplicata dans une microplaque, auquel on a ajouté 40 ul d’extraits de
plantes a différentes concentrations (0—4 mg/ml). La plaque est alors gardée a température
ambiante et a I’abri de lumiére pendant 10 minutes avant lecture de 1’absorbance a 734 nm contre
un blanc sans échantillon préparé parallélement dans les mémes conditions en remplacant I'extrait
par le solvant. Il s’agit donc d’une mesure en point final proportionnelle a la concentration en
antioxydants. L'activité ABTS" a été exprimée en pourcentage et calculée par 'équation suivante :

Abs Control — Abs de I'échantion

PI% = x 100
o Densité optique de blanc
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I1.3.3. Le test CUPRAC :
I1.3.3.1. Principe :

Le Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC), est une méthode de mesure du potentiel
antioxydant, basée sur le suivi de la diminution de 1’absorbance accrue du complexe Néocuproine
(Nc), cuivre (Cu?"), [Nc2 - Cu?*], suite a une réaction d'oxydoréduction des antioxydants briseurs
de chaine avec le réactif CUPRAC, produisant un complexe chromogene de Cu(I)-néocuproine
(Nc) qui absorbe la lumiere a 450 nm. Il s'agit donc d'une méthode basée sur le transfert d'électrons
(Apak et al, 2004 ; ozyiirek et al, 2011). Le BHT et le BHA sont utilisés comme standards

antioxydants.

Q Produit O Q
AOX 50X oxydé
N N N
HC /
N

e CH, /' H,C
cu >
/ N\ CH, HyC

O
O~O 0~0O
LT _ | M

\4 } Cu(II)-Nc Cu(@)-Nc | |

HC

Figure 14 : Réduction de complexe cuivre—néocuproine Cu(II)-Nc.

11.3.3.2. Mode opératoire :
Les solutions aqueuses d’acétate d’ammonium (ACNHa4) et de chlorure de cuivre (II) CuCl2
ont été préparé dans I’H20. En paralléle une troisieme solution du Néocupronine a été préparé dans

du méthanol.

Le protocole utilisé dans ce test, est déterminé par la méthode CUPRAC, décrit par Apak et
ses collaborateurs en 2004. En bref, dans une plaque de 96 puits, 40 puL de chaque extrait de
différent concentration (0-4 mg/ml) ont été ajoutés a 60 pL. de tampon acétate d’ammonium (1M,
PH=7), puis 50 puL de chacun de Néocupronine (7,5 mM) et de CuClz (10 mM) ont été additionnés
au mélange initial. L'absorbance est alors mesurée a 450 nm apres 60 minutes (a température
ambiante et a 1’abri de lumiére) a 1’aide d’un lecteur de microplaque. Un blanc sans échantillon
préparé parallelement dans les mémes conditions en remplagant 1'extrait par le solvant approprié.

La mesure est faite comparativement a des antioxydants de référence : BHT et le BHA.

-43-



Matériel et méthodes Section II : Partie pratique

I1.3.4. Pouvoir réducteur du fer (Test FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) :
I1.3.4.1. Principe :

Les substances, qui possedent un potentiel de réduction, réagissent avec le ferricyanure de
potassium (Fe**) pour former du ferrocyanure de potassium (Fe?"), qui lui-méme réagit avec le
chlorure ferrique pour donner un complexe ferreux de couleur bleu cyanée, qui présente un

maximum d'absorption & 700 nm (Jayanthi et Lalitha, 2011).

/j " N
k y
h r N
N\ N
‘ Y AH Antioxydant A* \4 N
E \/' F I
J 2 /
Q JY or|
Potassium ferricyanide + Ferric chloride Antioxydant » Potassium ferrocyanide + Ferrous chloride

Figure 15 : Mécanisme de réaction du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP).

11.3.4.2. Mode opératoire :

Le test FRAP a été effectu¢ selon la méthode de Oyaizu, (1986) avec une légére
modification. 10 pl de diverses concentrations des extraits de plantes sont mélangées avec 40 pl
du tampon phosphate (pH 6.6), 50 ul potassium ferricyanide (1%) KsFe(CN)e est alors ajouté. Ce
mélange a été maintenu a 50°C dans 1’étuve pendant 20 minutes. Apres refroidissement, 50 pl
d'acide trichloracétique (TCA) a 10% et 40 pl H20 et 10 ul de chlorure ferrique fraichement

préparée a 0.1% ont été ajoutés. L'absorbance a été mesurée a 700 nm.

Le blanc a été préparé¢ de manicre similaire, a I'exclusion des échantillons. L'acide ascorbique
a différentes concentrations Le a-tocophérol et le BHT ont été utilisé comme standard.
L'augmentation de I'absorbance du mélange réactionnel indique une augmentation du pouvoir

réducteur.

I1.3.5. Le test Phénanthroline :
I1.3.5.1. Principe :

La méthode de la phénanthroline était basée sur la réduction de Fe*" en ion Fe?" par un
antioxydant. L'ion Fe*" formé réagissait ensuite avec la 1,10-phénanthroline pour former un
complexe rouge-orange de tri-phénanthroline qui absorbe au maximum a 508-510 nm.

(Mukhopadhyay et al, 2016 ; Yefrida et al., 2018). Selon Mukhopadhyay et ses collaborateurs
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(2016), Si on ajoute du peroxyde d'hydrogene dans le tube avant d'ajouter la 1,10-phénanthroline,
I’H202 va oxyder l'ion ferreux en ion ferrique qui est alors incapable de former le complexe rouge-
orange avec la 1,10-phénanthroline. Ce test est utilis¢ depuis longtemps pour la mesure

quantitative du fer dans divers échantillons.
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Figure 16 : Réaction de la capacité de piégeage du peroxyde d'hydrogéne par les antioxydants.

11.3.5.2. Mode opératoire :

L’activité de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka et ses
collaborateurs (2008). Un volume 10 pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté
a 50 pl de chlorure ferrique FeCls 0,2%, 30 pl de phénanthroline 0,5% puis 110ul de méthanol.
Aprées une incubation a I’obscurité pendant 20 min a 30°C, 1’absorbance a été mesurée a 510 nm.
Un blanc sans échantillon préparé paralléelement dans les mémes conditions en remplagant 1'extrait

par le solvant. Le BHT et BHA sont utilis¢é comme standard.

I1.4. Méthodes de dosage des activités inflammatoires in vitro :

I1.4.1. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la dénaturation
thermique des protéines (BSA) :

11.4.1.1. Principe :

La dénaturation des protéines est 1’'une des causes bien documentées de 1’inflammation qui
conduit a diverses maladies inflammatoires. Par conséquent, la capacité d’une substance a inhiber
la dénaturation des protéines signifie un potentiel apparent d’activité anti-inflammatoire (Habibur
et al., 2015 ; Osman et al., 2016). Dans le but d'évaluer l'activité anti-inflammatoire des extraits de

plantes, nous avons appliqué le test d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines décrit
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par Karthik et est ses collaborateurs (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 :

Afin de déterminer l'activité anti-inflammatoire, une série de concentrations de chaque
extrait végétal est effectuée, variant de 0 a 8 mg/ml. 1 ml de la solution de BSA a (0,2%) préparée
dans le Tris-Hcl (0,05 M a pH 6,6) est ajouté a 1ml de chaque dilution. Ensuite, le mélange est
incubé a 37°C pendant 15 minutes, puis a 72°C pendant 5 minutes. A la fin de I’incubation, et
aprés I’avoir vortexé, le mélange est refroidi rapidement, puis la turbidité est mesurée a 660 nm a

I’aide d’un spectrophotomeétre.

Pour chaque concentration d'extrait, un blanc est préparé dans le but de retirer 1'absorbance
de I'extrait et du Tris-Hcl des résultats obtenus. Ce blanc était constitu¢ de 1ml d'extrait et de 1ml
de Tris-Hcl (0,05 M a pH 6,6). Dans les mémes conditions opératoires que celles utilisées pour les

¢chantillons, le diclofénac a été utilisé dans ce test comme anti-inflammatoire de référence.

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA est calculé selon la formule

suivante :

brotecti o6 = [DO Control - DO blanc) — (DO échantillon - DO blanc)] % 100
rotection (%) = (DO controle — DO blanc)

- DO Blanc : Absorbance de I’extrait sans BSA.
- DO Echantillon : Absorbance de 1'échantillon ou standard (test).

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

I1.4.2. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de stabilisation des
membranes (Activité anti-hémolytique) :

Cette étude a pour but d'évaluer la capacité d'extraits de plantes (Paronychia argentea et
Urtica dioica) a prévenir I'hémolyse des globules rouges (GR), provoquée par un stress osmotique
et thermique. Le choix des globules rouges est justifié par le fait qu'ils sont acceptés comme modele
cellulaire dans la recherche scientifique et qu'ils présentent des analogies avec d'autres membranes
cellulaires, notamment celle du lysosome. En effet, lorsque les érythrocytes sont exposés a une
concentration saline hypotonique et a la chaleur, leurs membranes se rompent et leur contenu
cytoplasmique (hémoglobine) est libéré. On estime que 'intensité de I'hémolyse est déterminée en

mesurant l'absorbance de I'hémoglobine libérée.

11.4.2.1. Préparation de la suspension des érythrocytes :

Du sang fraichement prélevé a 1’aide d’une seringue graduée sur rats males de souche Wistar
albinos, a été mis dans des tubes héparines ensuite centrifugé a 1300g pendant 10 min (4°C), pour
séparer les globules rouges des autres ¢éléments constitutifs du sang. Aprés élimination du
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surnageant, le culot a été récupéré et lavé 3 fois avec une solution d’eau physiologique (0,9%) a
température ambiante, et chaque lavage consiste a une centrifugation a 1300 g pendant Smin. Le
culot apres la derniere centrifugation est re-suspendu a nouveau dans une solution constituée de
tampon phosphate salin (PBS) & PH= 7,4, a raison d’un volume du culot et 9 volumes de PBS,

permettant alors d’obtenir un hématocrite a 10% (v/v).
11.4.2.2. Innocuité des extraits vis-a-vis de la cellule érythrocytaire :
A. Principe :

Avant de nous concentrer sur les pouvoirs de stabilisation des membranes des extraits de
plantes, un test d’innocuité sur des cellules érythrocytaires est requis afin de déterminer les

concentrations a utiliser.
B. Mode opératoire :

Pour ce test, une gamme de concentrations des extraits allant de 0 a 8 mg/ml a été préparée
dans un tampon phosphate salin (pH 7,4 ; 0,9% NaCl). 1.6 ml de différentes concentrations des
deux extraits a tester a ét¢ mélangée avec 0.4 ml 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 été lu a 540 nm, a I’aide d’un spectrophotométre. En respectant les
mémes conditions expérimentales, un controle incluant 0.4 ml de la suspension de globules rouges
et 1.6 ml d’eau physiologique ou de I’eau distillé, a la place de 1’extrait, a été préparé pour vérifier
I’état des globules rouges ou le 100 % d’hémolyse, respectivement. Le diclofénac est utilisé

comme molécule de référence dans cette expérience, préparer dans les mémes conditions.

Pour chaque concentration d’extrait ou de standard, un blanc constitu¢ de 1.6 ml d’extrait et
de 0,4 ml de tampon phosphate salin (PBS pH 7,5 ; 0,9 % NaCl) est préparé, qui a pour but de
soustraire I’absorbance de I’extrait et du PBS des résultats obtenus. Les pourcentages d’hémolyses

de chacune des concentrations utilisées sont calculés :

DO échantillon — DO blanc

Pourcentage d’hémolyse (%) = DO controle — DO blanc

- DO blanc : Absorbance de I’extrait
- DO échantillon : Absorbance de I'échantillon ou du standard (test).
- DO controle : Absorbance du contrdle (100 % d’hémolyse).
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11.4.2.3. Effet protecteur des extraits vis-a-vis d’un stress osmotique associé a un stress

thermique :
A. Principe :

L’objectif de cette étude est basé sur I’évaluation de la capacité des extraits de plantes a
empécher I’hémolyse des globules rouges des rats aprés induction de I’hémolyse par une solution
hypotonique associée a une température élevée en méme temps suivant le protocole de Ganesh et
ses collaborateurs (2013). L’intensité de I’hémolyse est estimée par la mesure de 1’absorbance de

I’hémoglobine libérée a 540nm.
B. Mode opératoire :

Dans des tubes a essais, 0,25 ml d’extraits aqueux des plantes (dissous dans NaCl 0,9%),
0.75 ml du tampon phosphate non salin (0,15 M, pH 7,4) et 1 ml de la solution hyposaline (NaCl
a 0,36%) ont été mélangés et incubés a 37 °C pendant 20 min. Apres cela, un volume de 0,25 ml
de la suspension des érythrocytes (10 %) a été rajouté dans chaque tube, suivi d’une incubation a
56 °C pendant 30 min. Les tubes ont ét¢ mis dans de I’eau ambiante pendant 20 min, afin de
bloquer la réaction ensuite centrifugé a 1300g pendant 10 min. La lecture d’absorbance du
surnageant est faite alors a 560 nm, a I’aide d’un spectrophotomeétre.

Le contrdle consiste d’'un mélange de 1 ml de la solution hyposaline, 1 ml du tampon PBS,
0,25 ml de la suspension de globules rouges et 0,25 ml d’eau physiologique. Pour chaque
concentration d’extrait ou de standard, un blanc est préparé pour éliminer 1’absorbance de 1’extrait
et du PBS des résultats obtenus. L’acide gallique est utilis¢ comme molécule de traitement anti-
inflammatoire, avec les mémes concentrations que 1’extrait (0-800 pg/ml). Le pourcentage

d’hémolyse est calculé comme suit :

DO échantillon — DO blanc

Pourcentage d’hémolyse (%) = DO controle — DO blanc x 100

I1.5. Méthode de I’évaluation de ’activité anti-inflammatoire in vivo :
I1.5.1. Induction de I’;edéme inflammatoire aigu de la patte de rat par le formol :

L’activité anti-inflammatoire des extraits de plantes (Paronychia argentea et Urtica dioica)
a été aussi évaluée in vivo, par la méthode de I’cedéme de la patte de rat induit par le formol suivant

la méthode décrite par Rahmani et ses collaborateurs en 2016.

L'cedéme est provoqué par l'injection de formol 1% dans l'aponévrose de la plante du pied.
Ce qui induit une inflammation au niveau de la voite plantaire de la patte droite du rat. Le volume

de I’enflamment causée par cet agent pathogene sera mesuré pour suivi 1I’évolution du processus
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inflammatoire (Rahmani et al, 2016). Pour les témoins, un volume précis 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 ont été partagés sur 6 lots dont, chaque lot contient 5 rats (5 normaux et 25 traités

par le formol), avant I’expérimentation ces rats ont été pesés puis mis a jeun pendant 12h. Pour

chaque rat, le volume initial (V0) de la patte postérieure droite a été chiffré avant la médication et

les volumes des pattes injectées ont ét¢ mesurés 0, 30, 60, 120, 180 minutes apres injection du

formol (1%). Les différents traitements ont ét¢ administrés par voie intra-péritonéale :

Lot 1 (5 rats) : Formol témoin ou controle négatif : on injecte aux rats par voie
intrapéritonéale de I’eau physiologique a 10 ml/kg et 30 min apres, 2,5ml/kg de formaldéhyde
(10%) dans la votte plantaire de la patte droite du rat.

Lot 2 (5 rats) : Formol + Extrait aqueux de Paronychia argentea : on injecte aux rats par
voie intrapéritonéale I’extrait aqueux de Paronychia argentea a raison de 100mg/kg et 30
min apres, 2,5ml/kg de formaldéhyde (1%) dans la voite plantaire de la patte droite du rat.
Lot 3 (5 rats) : Formol + Extrait aqueux d’Urtica dioica : on injecte aux rats par voie
intrapéritonéale I’extrait aqueux d’Urtica dioica a raison de 100mg/kg et 30 min apres,
2,5ml/kg de formaldéhyde (1%) dans la votte plantaire de la patte droite du rat.

Lot 4 (5 rats) : Formol + Extrait hydro-méthanolique de Paronychia argentea : on injecte
aux rats par voie intrapéritonéale I’extrait hydro-méthanolique de Paronychia argentea a
raison de 100mg/kg et 30 min apres, 2,5ml/kg de formaldéhyde (1%) dans la volte plantaire
de la patte droite du rat.

Lot S (Srats) : Formol + Extrait hydro-méthanolique d’Urtica dioica : on injecte aux rats
par voie intrapéritonéale 1’extrait hydro-méthanolique d’ Urtica dioica a raison de 100mg/kg
et 30 min apres, 2,5ml / kg de formaldéhyde (1%) dans la votte plantaire de la patte droite
du rat.

Lot 6 (Srats) : Formol + Diclofénac : on injecte aux rats par voie intrapéritonéale a raison
de 10 mg/kg de diclofénac et 30 min apres, 2,5ml/kg de formaldéhyde (1%) dans la votite
plantaire de la patte droite du rat.

L'importance de 1'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 :

\' 0

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 en pourcentage de réduction de 1’cedéme chez

des rats traités par rapport aux témoins blancs selon la formule suivante :

% INH = %AUG témoin — %AUG traité « 100
0 a %AUG témoin

I1.6. Méthode de I’évaluation de ’effet antipyrétique des extraits :

La fiévre est une augmentation de la température corporelle de 1 a 4 °C au-dessus des valeurs
normales. Elle refléte une ¢élévation de la température du « thermostat hypothalamique » et
constitue une réponse normale et adaptative de I'organisme contre une agression de nature variable,
notamment infectieuse. Elle fait partie de mécanismes de défense plus complexes constituant la
réaction inflammatoire aigu€ (acute phase réponse) (Aronoff et Neilson, 2001 ; Guyton et Hall,
2006). L’injection sous cutanée d’une suspension de levure de biére entraine une hyperthermie
chez la souris. Les substances naturelles antipyrétiques et des molécules de référence dont
I’aspirine, réduisent cette hyperthermie (Dosso et al., 2022). L’activité antipyrétique de 1’extrait
aqueux et hydrométhanolique des plantes Paronychia argentea et Urtica dioica a été évaluée in
vivo sur des souris femelles, d’un poids variant entre 25 et 35g, suivant le protocole de Embeya et

Mavungu (2020).

I1.6.1. Induction de I’hyperthermie :

L'activité antipyrétique des extraits a ¢té réalisée par la méthode de pyrexie induite par la
levure de biére selon la méthodologie adaptée de Sawadogo et ses collaborateurs (2006). Des
souris femelles ont été répartis au hasard en six groupes (n = 5). La température rectale initiale de
chaque rat a été mesurée a l'aide d'un thermomeétre numérique. Ensuite, les souris, & jeun, ont recu
par voie sous cutanée, dans la région dorsolatérale, une suspension aqueuse a 20% (P/V) de levure
de bie¢re a une dose de 20 ml/kg poids corporel. Aprés 16 h, la température rectale a €té mesurée a
nouveau et les animaux qui présentaient une augmentation de la température rectale basale

supérieure ou égale a 1 °C ont été sélectionnés pour le test.
I1.6.2. Traitement des animaux :
Les différents lots ont recu, par voie orale, les traitements suivants :

e Lot 1 : témoin négatif : levure de biére 20% : les souris de ce lot ont recu par voie orale
I’eau distillée a raison de 10 ml/kg de poids corporel des souris.

e Lot2: témoin positif (Paracétamol) : Les souris de ce lot ont été traités par voie orale
avec un antipyrétique utilisé en thérapeutique (Paracétamol) a raison de 150 mg/kg de poids

corporel des souris.
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e Lot 3: Extrait aqueux de Paronychia argentea : on administre aux souris par gavage
I’extrait aqueux de Paronychia argentea en raison de 200mg/kg.

e Lot 4 : Extrait aqueux de Urtica dioica : on administre aux souris par gavage |’extrait
aqueux de Urtica dioica en raison de 200mg/kg.

e Lot 5: Extrait hydro méthanolique de Paronychia argentea : on administre aux souris
par gavage I’extrait hydro-méthanoliques de Paronychia argentea en raison de 200mg/kg.

e Lot 6: Extrait hydro méthanolique de Urtica dioica : on administre aux souris par

gavage ’extrait hydro-méthanoliques de Urtica dioica en raison de 200mg/kg.

Les températures ont été mesurées apres 30, 60, 120, 180, 240, 300 min de I’administration
des différents extraits, a 1’aide d’un thermomeétre électronique de précision. Le pourcentage de

réduction de la pyrexie a été calculé selon la formule suivante :

Tp — Tn
P X 100

%) = —————
R(%) Tp—T

- Tp: température apres induction de la pyrexie.
- Tn: température apres x temps.

- Ti: température initiale.

I1.7. Méthode de I’évaluation de ’effet analgésique des extraits :

Cette étude a été réalisée selon la méthode décrite par Dosso et ses collaborateurs (2022).
Elle consiste a induire une action algogeéne par I’administration a des cobayes de 1’acide acétique
(0,6 %), par voie intrapéritonéale (ip). Cette injection induit une sensation de douleur qui se
manifeste chez les cobayes par un mouvement d’étirement des pattes postérieures et de torsion de
la musculature dorso-abdominale, appelés crampes abdominales (Kang et al, 2008). L’effet
analgésique est apprécié par le dénombrement de ces crampes pendant 30 min aprés 1’injection de
I’agent algogeéne (Ochieng et al., 2012 ; Ouedraogo et al., 2012).

I1.7.1. Traitement des animaux :

Sept lots homogénes de cing souris femelles ont été constitués. Ces cobayes ont été mis a

jeun 16 heures avant 1’essai :

e Lot 1 : témoin positif : acide acétique : Les animaux de ce lot regoivent la solution
véhicule (eau physiologique) 30 minutes avant 1’injection de 1’acide acétique (0,6%) par
voie intrapéritonéale.

e Lot 2 : lot de référence (Tramadol) : Les animaux de ce lot ont été traités par voie

intrapéritonéale avec un analgésique utilisé en thérapeutique (Tramadol) 30 minutes avant
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I’injection intrapéritonéale de ’acide acétique. L’administration de 1’analgésique de
référence se fait a raison de 15 mg/kg.

o Lot 3: lot de référence (Aspirine) : Les souris de ce lot ont été traités par voie
intrapéritonéale avec un analgésique utilis¢ en thérapeutique (aspirine) 30 minutes avant
I’injection intrapéritonéale de 1’acide acétique. L’administration de 1’analgésique de
référence se fait a raison de 65mg/kg.

e Lot 4: Extrait aqueux de Paronychia argentea : Les animaux recoivent, par voie
intrapéritonéale 1’extrait aqueux de Paronychia argentea a raison de 100 mg/kg, et ceci 30
minutes avant I’injection de ’acide acétique.

e LotS5 : Extrait aqueux de Urtica dioica : Les animaux regoivent, par voie intrapéritonéale
I’extrait aqueux de Urtica dioica a raison de 100 mg/kg, et ceci 30 minutes avant I’injection
de I’acide acétique.

e Lot 6 : Extrait hydro-méthanolique de Paronychia argentea : Les animaux regoivent,
par voie intrapéritonéale 1’extrait hydro-méthanolique de Paronychia argentea a raison de
100 mg/kg, et ceci 30 minutes avant I’injection de ’acide acétique.

e Lot 7 : Extrait hydro-méthanolique de Urtica dioica : Les animaux recoivent, par voie
intrapéritonéale 1’extrait hydro-méthanolique de Urtica dioica a raison de 100 mg/kg, et

ceci 30 minutes avant I’injection de ’acide acétique.

Le pourcentage d’inhibition des crampes (PI) est calculé selon la formule suivante :

NCTe — NCTr
PI (%) = NCTe x 100

- NCTe : nombre moyen des contorsions dans le lot témoin.

- NCTr : nombre moyen des contorsions dans le lot traité.

II1. Evaluation statistique :

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2019. Les données
statistiques des tests effectués sont exprimées 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 :

L’extraction de la partie aérienne de Paronychia argentea et de d’Urtica dioica par infusion
dans I’eau distillée et par macération dans le méthanol 80% a permet d’obtenir des extraits de

différentes couleurs, qui sont conservés au frais dans des flacons ombrés jusqu’ a leur utilisation.

Les résultats des rendements et caractéristiques des extraits aqueux et hydro-méthanoliques

des deux plantes sont représentés dans le tableau numéro 07.

Tableau 07 : Rendement et caractéristiques des extraits aqueux et hydro-méthanolique des plantes :

Le poids du
Le poids des extraits Le rendement en
matériel végétal Les extraits Aspect Couleur
poudre en (g) (%)
en (g)
Ext AQ URT Poudre Vert foncé 12,79 ¢ 25,58 £0,1
Ext HM URT | Poudre Vert foncé 7,905 g 15,81 + 0,005
50

Ext AQ PAR Poudre Marron clair 10,89¢ 21,79 £0,03
Ext HM PAR | Poudre Vert foncé 8l g 16,03 +0,03

Les résultats recueillis montrent que le rendement de l'extrait aqueux de Paronychia
argentea et plus élevé par rapport a l'extrait hydro-méthanolique de la méme plante (21,79 +0,03%
contre 16,03 +0,03%). Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Adjadj et ses
collaborateurs (2015) qui ont trouvé que l'extrait aqueux était plus rentable (11,27 £1,83%) par

rapport a l'extrait méthanolique (10,97 £0,64%).

Nous avons constaté aussi que 1'extrait aqueux d'Urtica dioica a un meilleur rendement
(25,58 £0,1%) par rapport a I'extrait hydro-méthanolique de la méme plante (15,81 £0,005%). Nos
résultats pour I'extrait hydro-méthanolique d'Urtica dioica étaient cohérents avec ceux publiés par
Stanojevi¢ et ses collaborateurs (2016) qui ont enregistré un rendement de 15,33 +0,11%. Par
contre, le résultat de 'extrait aqueux différe de celui obtenu par Bnouham et ses collaborateurs

(2003) qui ont obtenu un rendement de 21%.

Il a également été constaté que les rendements des extraits hydro-méthanoliques des deux

plantes étaient inférieurs a ceux obtenus a partir des extraits aqueux des mémes plantes.

Mechraoui et ses collaborateurs (2021) suggérent que la différence de rendement d'extraction
est due aux méthodes utilisées pendant I'extraction, aux solvants d'extraction utilisés (les solvants
polaires ont un meilleur rendement d'extraction que les solvants moins polaires), au pH, a la
température, au temps d'extraction et a la composition phytochimique de 1'échantillon.
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Selon Paulauskiené et al. (2021), cette différence est due également a la variété de la plante,

au génotype, au climat, au sol, au stade végétatif, et au moment de la récolte.

II. 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 décrite
par Singleton et Rossi en 1965 en utilisant le réactif de Follin-Ciocalteu. La teneur en composé
phénolique des extraits aqueux et hydro-méthanolique de Paronychia argentea et d’ Urtica dioica
a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique (Figure 17) et une autre d’acide
tannique (Figure 18), exprimés en (pug/ml), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage (Pour 1’acide gallique : y=0,0035x - 0,0387 avec un coefficient de corrélation
R?=10,9909 et pour I’acide tannique : y= 0,0027x - 0,0187 avec un coefficient de corrélation R*=

0,9969), comme indiqué ci-dessous :

Acide Gallique

1,000
0,900 y =0,0035x - 0,0387
R?=0,9909

0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorbance a 760 nm

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Concentration de I'acide gallique en pg/ml

Figure 17 : Droite d’étalonnage de 1’ Acide Gallique ((Moyenne + SD de trois essais)

Acide Tannique

y =0,0027x - 0,0187
1,000 R>=10,9969

Absorbance a 760 nm

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Concentration de I'acide tannique en pg/ml

Figure 18 : Droite d’étalonnage de 1’Acide Tannique ((Moyenne + SD de trois essais)
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Taux des polyphénols en mg EAG/1g EXT
120

100 91,45
79,26 1
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64,59
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Ext AQ URT Ext HM URT Ext AQ PAR Ext HM PAR

Figure 19 : Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits équivalant d’acide gallique.

D’apres les résultats obtenus et illustrés dans les Figures 19 et 20, on peut constater que
I’Urtica dioica posséde les teneurs plus élevées en polyphénols totaux en comparaison avec

Paronychia argentea et ceci a été remarqué pour les deux extraits hydro-méthanolique et aqueux.

Taux des polyphénols en mg EAT/1g EXT

120
101,73

100 87.93

80
63.73 68.91

60
40
20
0

Ect AQ URT Ext HM URT Ext AQ PAR Ext HM PAR

Figure 20: Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits équivalant d’acide Tannique.

Notre étude a montré que 1’extrait hydro méthanolique de I’ortie est plus riche en polyphénol
par rapport a I’extrait aqueux de la méme plante (91,45 £1,65 contre 79,26 0,57 mg EAG/g EXT
et 103,73 £2,14 contre 87,93 +0,74 mg EAT/g EXT). Ces résultats ne s’accordent pas avec ceux
obtenus par Ebrahimzadeh et ses collaborateurs (2015) qui ont enregistré un taux en polyphénols
de 7,89 +£0,38 mg EAG/g EXT dans I’extrait aqueux de plante et de 5,30 £0,27 mg EAG/g EXT
dans I’extrait hydro-méthanolique.
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En outre, il a été constaté quel’extrait hydro-méthanolique de Paronychia argentea est plus
riche en polyphénol par rapport a I’extrait aqueux de la méme plante (64,59 +2,82 contre 60,59
+2,01 mg EAG/g EXT et 68,91 +3,65 contre 63,73 £2,60 mg EAT/g EXT). Ces résultats sont
inférieurs a ceux obtenus par Adjadj et ses collaborateurs (2015) qui ont enregistré un taux de

217,46 £ 0,87 mg EAG/g EXT dans I'extrait méthanolique.

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a 1’autre,
cela peut étre attribué¢ a plusieurs facteurs : facteurs climatiques et environnementaux (la zone
géographique, sécheresse, sol, agressions et maladies), la période de la récolte, le stade de

développement de la plante et le patrimoine génétique (Bentabet et al., 2014).

Solon Khoddami et ses collaborateurs (2013), plusieurs parameétres peuvent influencer le
rendement des composés phénoliques, notamment le temps d'extraction, la température, le rapport
solvant/échantillon, le nombre d'extractions répétées de 1'échantillon, type de plante et de ses

composés actifs, ainsi que le type de solvant et les techniques d'extraction employées.

L'utilisation de l'eau en combinaison avec des solvants organiques contribue a la création
d'un milieu polaire modéré qui assure l'extraction des composés. Cependant, l'utilisation de I'eau
comme seul solvant donne une extraction avec un contenu ¢élevé d'impuretés telles que des acides
organiques, des sucres et des protéines solubles, qui peuvent interférer dans 1'identification et la

quantification phénolique (Arnnok et al., 2012).

I1.2. Teneur des extraits en flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AICl3)
et I’¢étalon été la quercétine. La teneur totale en flavonoides a été calculée en mg d'équivalent de
quercétine par g de D’extrait sec (mg EQUE/g EXT), par référence a la courbe standard (y =
0,0219x +0,0008), et un coefficient de corrélation R2 =0,9924).

Quercétine
2,000
1,800 y =0,0219x + 0,0008
9 2
1,600 R>=0,9924 °

1,400 °
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

Absorbance a 415 nm

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Concentration de la quercitine en pg/ml

Figure 21: Droite d’étalonnage de la quercétine (Moyenne = SD de trois essais)
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Figure 22 : Teneurs en flavonoides totaux dans les extraits aqueux équivalant quercétine

On peut remarquer que pour 1’Urtica dioica, I’extrait hydro-méthanolique est 1égérement
riche en flavonoides totaux par rapport a I’extrait aqueux (23,31 +0,42 mg EQUE/g EXT contre
21,65+1,87 mg EQUE/g EXT respectivement). Ces résultats ne sont pas compatibles avec ceux
obtenus par Ebrahimzadeh et ses collaborateurs en 2015 (5,77 + 0,24 mg EQUE/g EXT pour
I’extrait hydro-méthanolique contre 4,84 +0,21mg EQUE/g EXT pour I’extrait aqueux).

Par contre pour la plante Paronychia argentea 1’extrait aqueux est Iégérement plus riche en
flavonoides totaux par rapport a 1’extrait hydro-méthanolique (36,49 £1,79 mg EQUE/g EXT
contre 31,01+£0,33 mg EQUE/g EXT). Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus par Sait et ses
collaborateurs (2015) qui ont conclu que 1'extrait éthanolique a montré la plus haute teneur en
flavonoides, suivi par la décoction et l'infusion (25,4 +0,8 mg/g, 8,4 +0,5 mg/g, 0,2 mg/g,

respectivement).

En comparant les deux plantes, on peut constater que Paronychia argentea possede des
teneurs plus hautes en flavonoides totaux par rapport 1’ Urtica dioica. Ces résultats ne sont pas en
corrélation avec ceux des polyphénols. Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec
ceux de la bibliographie car I’utilisation de différents solvants et de différentes méthodes

d’extraction réduit la fiabilité d’une comparaison entre les études.

Selon Gheffour et ses collaborateurs (2015), la quantité des composés phénoliques et des
flavonoides des extraits de plantes varie d’une plante a 1’autre, cela est probablement di a la
localisation géographique, les conditions climatiques et environnementales, la saison de récolte, la

maturité de la plante et la durée de conservation.
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III. Activité antioxydante in vitro :

Pour évaluer avec précision ’activité antioxydante, une seule méthode n’est pas suffisante
car de nombreux facteurs peuvent affecter 1’évaluation. Il est nécessaire de prendre plus d’une
mesure et également de prendre en compte les différents mécanismes de 1’activité antioxydante
(Kukri¢ et al., 2012). Pour cela, cinq tests ont été utilisés et dans lesquels le pouvoir antioxydant

des extraits des plantes sont comparés aux molécules de références.
ITL.1. Le test de piégeage du radical DPPH :

L’activité antioxydante des extraits aqueux et hydro-méthanoliques des plantes Paronychia
argentea et Urtica dioica vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un lecteur de
microplaque, en suivant la réduction de ce radical induite par des substances antiradicalaires, qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH") a la couleur jaune (DPPH-H)

mesurable a 517nm suivant le protocole appliqué en 1958 par Blois.

Les résultats obtenus dans notre étude (Figure 23) ont révélé que le pourcentage d’inhibition
du radical libre augmente avec I’augmentation de la concentration soit pour les standards (BHA,

BHT, a-Tocophérol) ou pour les différents extraits des plantes étudiées.

Test de DPPH
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Figure 23 : Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH" des antioxydants de références et des extraits
testés (Moyenne = SD de trois essais).

Nous avons remarqué également que les pourcentages d’inhibition des quatre extraits étudiés
sont inférieurs aux pourcentages d’inhibition des standards utilisés dans 1’analyse ; Pour la
concentration de 200 pg/ml, les standards ont révélé les pourcentages d’inhibition de DPPH
suivants : 89,99 +£0,23% pour 1I’a-Tocophérol, 89,36 +0,19% pour le BHA et 95,38 £0,41% pour
le BHT. A la méme concentration, les extrait hydro-méthanolique d’ U dioica, hydro-méthanolique

de P argentea et I’extrait aqueux de P argentea ont montrait des résultats presque similaires (85,08
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+0,25%, 91,23 £0,15%, 75,15 £1,24%, respectivement). Par contre, I’extrait aqueux d’U dioica, a
affiché des résultats largement inferieurs que les autres extraits (35,06 £2,02%).

La concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical libre DPPH ou ICso sont
représentées dans le tableau 08. Il faut se rappeler que la valeur d’ICso est inversement li¢e a la
capacité antioxydante d’un composé, car elle exprime la quantité de I’antioxydant nécessaire pour
diminuer 50% de la concentration du radical et donc plus la valeur d’ICso est basse plus 1’activité

antioxydante est grande (Adjadj et al, 2015).

Tableau 08 : le pouvoir antioxydant (exprimé par ICso (en pg /ml)) des antioxydants de références et des
extraits testés

ICso £Ecart type (En pg /ml)

a-Tocophérol 13,020 + 0,517
BHA 06,140 + 0,410
BHT 12,990 + 0,410
Ext AQ URT 673,879 + 53,024
Ext HM URT 75,256+ 3,207
Ext AQ PAR 73,387+ 1,364
Ext HM PAR 58,532+ 1,331

En se basant sur les valeurs calculées, les IC50 de I’a-Tocophérol (13,020 + 0,517 pg /ml),
du BHA (06,140 +0,410 pg /ml) et du BHT (12,990 0,410 pg /ml), utilisés comme molécules de
références, sont largement inférieures a celles des extraits testés et donc, des activités

antioxydantes tres élevées.

D’apres nos résultats, on a remarqué que pour 1’U dioica, I’extrait hydro-méthanolique
présente une 1C50 largement inférieure a celle de ’extrait aqueux (75,256 +3,207 pg/ml contre
673,879 +£53,024 pg/ml). Ces résultats ne sont pas conformes a ceux enregistrés par Ebrahimzadeh
et ses collaborateurs (2015) ou ils ont conclu que I'extrait hydro-méthanolique et I'extrait aqueux
des parties aériennes de l'ortie ont des IC50 significativement proches (199,71 +£1,02 ug/ml et
159,88 +1,57 pg/ml, respectivement). De méme, nous avons constaté que I’IC50 de 1’extrait
aqueux d'U dioica que nous avons enregistré est largement supérieure a celui apportés par Rolta
et ces collaborateurs (2020) (18,21 +£0,763 pg/ml), mais proche a celui enregistrée par Derradji et

ces collaborateurs (2020) auxquels ils ont obtenu une IC50 de 400 ug/ml pour I’extrait aqueux.

D'autre part, on a constaté que les ICso obtenues pour de I’extrait hydro-méthanolique de
P argentea, est inférieure a celle de I’extrait aqueux de la méme plantes (58,532 +1,331 pg/ml
contre 73,387 £1,364 pg/ml). Ces résultats viennent donc confirmer ceux enregistrés par Al-
Shamaa et ses collaborateurs (2020), auxquels ils ont conclu que I’extrait méthanolique de
P argentea possede une excellente capacité de neutralisation du radical libre DPPH avec une 1Cso

de 63,573 £3,12 pg/ml, tandis que I’extrait aqueux a montré un potentiel antioxydant, qui n’a pas
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atteint 50% dans les concentrations de la chaine (ICso = NT). Cependant, nos résultats ne
concordent pas avec ceux enregistrés par Sait et ses collaborateurs (2015), auxquels ils ont conclu
que la capacité de piégeage des radicaux DPPH de l'extrait aqueux obtenu par infusion de
P argentea est supérieure a celle de l'extrait éthanolique (144,92 png/ml contre 208,33 pg/ml). Nous
avons constaté également que nos résultats ne sont pas cohérents avec ceux obtenus par Alfarrayeh
et ses collaborateurs (2022) qui ont conclu que I’extrait hydro-méthanolique de P argentea possede

la valeur de Clso de 3,42 mg/ml.

Cette différence dans les résultats peut avoir de nombreuses explications, par exemple la
nature et la composition chimique de la plante, qui sont conditionnées par divers parametres tels
que la provenance géographique, les circonstances €cologiques, le temps de récolte, le processus

de séchage et la technique d'extraction.

Il a été prouvé que les composés phénoliques présents dans les plantes (acides phénoliques,
tanins et flavonoides) sont principalement responsables de I’effet scavenger des radicaux libres,
qui semblent étre indispensables compte tenu du réle clé des radicaux libres dans I'origine et la
pathogené¢se des maladies dégénératives comme ['arthrite, le cancer ou la maladie d'Alzheimer,
entre autres (Sait et al, 2015 ; Adjadj et al., 2015). Donc I’extrait qui présente une forte activité
antioxydante posséde une teneur élevée en polyphénols, car ils sont des donateurs efficaces
d'hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale, pour améliorer la
stabilité des radicaux en formant une liaison intramoléculaire hydrogénique entre 1’hydrogene libre

et leur radicaux phénoxyl (Laincer et al., 2014).

IIL.2. Le test de piégeage du radical ABTS™ :

Selon Re et ses collaborateurs (1999), la technique de piégeage des radicaux ABTS™" est une
méthode optimale qui permet de déterminer 'activité antioxydante totale des extraits de plantes a
partir de leur capacité a inhiber le radical ABTS'". L'ajout de I'extrait ou du BHA/BHT, molécules
de référence, entraine une décoloration de la solution indiquant I'existence d'une activité
antioxydante des échantillons. Cette décoloration est mesurée par un lecteur de microplaque a 734

nm.

Le taux d’inhibition de I’ABTS"" est calculé en fonction pourcentages d’inhibition des
différentes concentrations des extraits issus a partir de Paronychia argentea, d’Urtica dioica et

des standards sont représentés dans la Figure 24.
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Figure 24 : Pourcentages d’inhibition du radicale ABTS" des antioxydants de références et des extraits
testés (Moyenne + SD de trois essais).

Notre étude a montré que les pourcentages d’inhibition des quatre extraits étudiés sont
largement inférieurs aux pourcentages d’inhibition des standards utilisés dans cette analyse ; pour
la concentration de 12,5 ug/ml le BHA a révélé un pourcentage d’inhibition du radical ABTS™ de
92,83 +1,4% suivi par le BHT 69,21 +£0,40%. Concernant les des deux plantes, pour une
concentration de 200 pg/ml, le pourcentage d’inhibition du radical ABTS™" est de 97,95 +0,32%
pour D’extrait hydro-méthanolique de P argentea, de 95,74 +1,55% pour I’extrait hydro-
méthanolique d’U dioica, de 83,12 £3,95% pour ’extrait aqueux d’U dioica et de 77,43 +1,32%

I’extrait aqueux de P argentea.

L’ICso est toujours inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé (Une valeur plus
faible de I'ICso indique une activité antioxydante plus élevée), car il exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Les résultats sont

exprimés en termes d’ICso dans le Tableau 09.

Tableau 09 : le pouvoir antioxydant (exprimé par ICso (en pug /ml)) des antioxydants de références et des
extraits testés

ICso=Ecart type (En pg /ml)

a-Tocophérol NT

BHA 1,810+ 0,100
BHT 1,29+ 0,300
Ext AQ URT 110,283+ 4,391
Ext HM URT 70,087+ 1,766
Ext AQ PAR 42,076+ 1,035
Ext HM PAR 73,387+ 1,364
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Dans cette étude, on a remarqué que le BHT possede ’activité antioxydante la plus élevée
avec une valeur ICso de 1,29 +0,30 pg/ml, suivie par le BHA avec une valeur de 1,810 +0,10
ug/ml suivie par I’extrait aqueux de P argentea avec une valeur 42,076 £1,035 ug/ml, suivi par
I’extrait hydrométhanolique d’U dioica avec une valeur d’ICso de 70,087 £1,766 pg/ml, suivi par
I’extrait hydro-méthanolique P argentea avec une valeur d’I1Cso de 73,387 +1,364 pg/ml et enfin
I’extrait aqueux d’U dioica une valeur de 110,283+ 4,391 pg/ml.

Concernant la plante Paronychia argentea, nos résultats sont proches a ceux obtenus par
Tawaha et ses collaborateurs (2007), qui ont conclu que I’extrait aqueux posseéde une activité
antioxydante plus élevée que celle de I’extrait hydro-méthanolique (79,0 £5,0 ug/ml et 85,7 £3,8
ug/ml, respectivement), mais ces résultats sont largement inférieurs a ceux enregistrés par Ait
Abdeslam et Ait Atmane (2013) (ICso de 956,25 +0,1 pg/ml pour I’extrait aqueux et 201,25 +0,1

pg/ml pour I’extrait éthanolique).

Pour la plante Urtica dioica, I’'ICso de I’extrait aqueux est largement supérieur a celle de
I’extrait hydro-méthanolique (110,283 £4,391 pg/ml et 70,087 £1,766 pg/ml, respectivement). Ces
résultats ne concordent pas avec ceux enregistrés par Kukri¢ et ses collaborateurs (2012) et Rolta
et ses collaborateurs (2020), auxquels ils ont constaté que l'activité de piégeage des radicaux
ABTS™" est plus élevée dans I’extrait hydro-éthanolique et méthanolique de ’ortie (23,55 +0,64
pg /ml et 19,8 +4 png/ml, respectivement). Néanmoins il est toujours difficile de comparer ces
résultats avec ceux de la bibliographie dans la mesure ou l'utilisation de différents solvants et de

différentes méthodes d'extraction rend la comparaison entre les études moins fiables.

On a constaté que, dans la présente étude, il n’existe aucune corrélation entre les valeurs
DPPH et Iactivité antioxydante totale mesurée par la méthode d’ABTS™ concernant I’extrait
aqueux et hydro-méthanolique de Paronychia argentea. Ceci pourrait étre justifié par la capacité
du radical cation ABTS a étre plus polyvalent que le DPPH puisque ce radical libre (ABTS™) est
soluble dans I’eau et les solvants organiques. Ce qui permet d’exprimer une d’activité

antiradicalaire pour les composés hydrophiles et lipophiles (Giilgin, 2011).

Selon Zhang et Tsao (2016), les composés phénoliques sont de puissants antioxydants, mais
il convient de souligner que lorsqu'une molécule phénolique perd un électron ou lorsqu'elle agit
comme agent réducteur, la molécule elle-méme devient un radical, bien qu'il soit relativement
stable ; ses intermédiaires oxydés peuvent également devenir des peroxydant. I1 est important de
noter que l'activité antioxydante obtenue peut €tre attribuée ou influencée par des composés non

phénoliques tels que les lipides, les sucres et la chlorophylle.

Biesiada et ses collaborateurs (2010), ont conclu que la présence de composants chimiques
dans les plantes n'est pas permanente mais dépend de facteurs tels que les conditions
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environnementales, la phase de croissance de la plante, la forme et 'organe de la plante, le délai

de récolte, I'age de la plantation, ainsi que les conditions de stockage de la matic¢re premiére.

Ces chercheurs ont constaté que des quantités plus élevées de polyphénols étaient
accumulées dans les feuilles d'ortie récoltées en mai et en juillet, tandis que la teneur en
chlorophylle et en caroténoides atteignait les valeurs les plus élevées dans la matiére premicre
récoltée a partir de la coupe de septembre. De plus, ils ont confirmé que I'activité antioxydante la
plus ¢élevée a été observée dans I'ortie récoltée le plus tot possible, en mai et juin, tandis que la plus

faible a été enregistrée dans la matiére premiere récoltée en septembre.
I11.3. Le test CUPRAC :

Le test CUPRAC a été effectué pour évaluer la capacité des antioxydants des extraits et des
standards en se basent sur le principe décrit par Apak et ses collaborateurs en 2004. Le principe de
ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a travers la réduction du
complexe Cu?" -Nc, produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu* -Nc qui absorbe a 450 nm.

Les résultats de ce test sont exprimés en DO et sont représentés dans la Figure 25.
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Figure 25 : Evaluation de I’activité antioxydante des extraits par la méthode CUPRAC (chaque valeur
représente la moyenne de trois essais = SD).

A partir de nos résultats on peut déduire que le BHT et le BHA présente une activité
réductrice maximale de cuivre pour une concentration de 800pug/ml (DO = 3,920 +0,130 et 3,380

+0,130, respectivement).

Les extraits aqueux et hydro-méthanolique des deux plantes Paronychia argentea et Urtica

dioica se sont révélés capables de réduire le cuivre mais ce pouvoir reste largement inférieur a
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celui des molécules de référence. Le pouvoir chélateur du cuivre augmente avec la concentration

des extraits testées.

La valeur Ao;s est définie comme étant la concentration du substrat qui donne une valeur
d’absorbance de 0,5, et elle inversement li¢ a la capacité antioxydante d'un composé (Une valeur
plus faible indique une activité antioxydante plus ¢élevée). Les résultats des Ao,s de notre travail
sont présentées dans le Tableau 10.

Tableau 10 : le pouvoir antioxydant (exprimé par Ao s (en pg/ml)) des antioxydants
de références et des extraits testés

Ag;s £Ecart type (En pg /ml)

a-Tocopherol NT

BHA 004,723+ 00,010
BHT 004,650+ 00,126
Ext AQ URT 525,130+ 39,225
Ext HM URT 138,840+ 03,736
Ext AQ PAR 154,186+ 09,151
Ext HM PAR 129,248+ 07,508

Les résultats obtenus montrent que les extraits hydro-méthanoliques des plantes P argentea
et U dioica posseédent un pouvoir réducteur de cuivre plus important que celui des extraits aqueux
(129,248 +£7,508 pg/ml et 138,840 +£3,736 pg/ml contre154,186 £9,151 pg/ml et 525,130 £39,225
ug/ml respectivement). Toutefois, ce pouvoir réducteur reste largement inferieur a celui des
molécules de référence (004,723 +00,010 pg/ml pour le BHA et 4,650 00,126 pg/ml pour le
BHT).

En effet, de nombreux chercheurs appuient sur I'hypothése d'une éventuelle relation entre
l'activité antioxydante et les composés phénoliques, en décrivant les relations probables
quantité/activité et structure/activité entre eux. En effet, Apak et ses collaborateurs (2004) ont
identifié au niveau de la structure d’un flavonoide les groupements responsables de la chélation
du cuivre. Ces structures sont les groupements hydroxyles en position 3’, 4’ et 5 ainsi que le
groupent carbonyl en position 4 et la double liaison C2-C3. Donc, I’important pouvoir réducteur
de cuivre peut étre due au fait que les groupements identifiés comme essentiels pour la réduction

du cuivre n’ont pas été affectés au cours de la réaction de polymérisation.

I11.4. Pouvoir réducteur du fer (Test FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) :
Les antioxydants ayant une propriété réductrice tels que les polyphénols présents dans les

extraits de plantes, réagissent comme donneurs d’électrons entrainant la réduction du fer Fe**
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complexe ferricyanide (couleur jaune) a la forme ferreuse (couleur bleu verdatre), dont 1’intensité

est proportionnelle au pouvoir réducteur (Giilgin et al, 2004)

Dans notre travail, le pouvoir réducteur a ét¢ déterminé selon la méthode d’Oyaizu (1986).

Les valeurs des absorbances a 700nm des extraits et des standards sont illustrées dans la Figure 26,

et les concentrations réductrices (Ao,s) @ 700 nm des extraits et du standard sont présentés dans le

Tableau 11. Les standards utilisés dans ce test sont 1’acide ascorbique et a- tocophérol.
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Figure 26 : Evaluation de I’activité antioxydante des extraits par la méthode FRAP (chaque valeur

représente la moyenne de trois essais + SD).

A partir des résultats obtenus on remarque que le pouvoir réducteur des extraits ainsi que

des standards est dose dépendante (concentration dépendante) c’est-a-dire que la capacité¢ de

réduction de fer est proportionnelle a ’augmentation de la concentration des d’extraits.

Tableau 11 : le pouvoir antioxydant (exprimé par Aos (en ug/ml)) des antioxydants de

références et des extraits testés

Ags £ Ecart type (En ug /ml)

Acide ascorbique 6,845+ 0,010
a-Tocophérol 34,293+ 0,010
BHT NT

Ext AQ URT 772,823+ 192,885
Ext HM URT 146,856+ 4,169
Ext AQ PAR 169,910+ 18,073
Ext HM PAR 202,962+ 3,723

En comparant les Aso, les résultats obtenus, révélent des activités antioxydantes appréciables

de nos extraits mais restent largement inférieure a celles des standards. Ceci s’accorde parfaitement
avec les résultats test de DPPH.
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On remarque que ’extrait aqueux de ’ortie posseéde un pouvoir réducteur des ions de fer
ferrique largement inférieur a celui de I’extrait hydro-méthanolique (772,823 +192,885 pg/ml
contre 146,856 +4,169 ng/ml). Ce résultat ne correspond pas a celui de Koczka et ses
collaborateurs (2015), qui ont remarqué que la capacité antioxydant testée par la méthode FRAP
était plus élevée dans I’extrait aqueux que dans I’extraits hydro-éthanoliques de 1’ortie (0,9104

mM AA/L et 0,5265 mM AA/L respectivement).

Pour la plante P argentea, I’ICso de 1’extrait aqueux est légerement supérieur a celle de
I’extrait hydro-méthanolique (169,910 £18,073 pg/ml et 202,962 £3,723 ng/ml, respectivement).
Ces résultats sont proches a ceux enregistrés par sait et ses collaborateurs (2015) qui ont remarqué
que la décoction et I’extrait éthanolique de la plante ont un pouvoir réducteur trés élevé (178 pg/ml

et 188 pug/ml, respectivement).

Le pouvoir réducteur des extraits étudiés est probablement di a la présence de groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme de donneurs d’électrons. Par
conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Adjadj (2016) et Koczka et ses collaborateurs (2015) ont reporté une corrélation positive
entre 1’activité antioxydante des plantes étudiées et la teneur en composés phénoliques. Ils ont
suggéré que la zone de collecte a une grande influence sur ces composés ainsi que sur leur pouvoir

antioxydant.

Cependant, I’activité antioxydante des plantes n’est pas attribuée seulement au facteur
quantitatif, mais également a la qualit¢ du contenu phénolique qui joue un réle déterminant pour

cette activité biologique (Morello et al., 2004).

II1.5. Le test Phénanthroline :

La méthode phénanthroline est une méthode appliquée, selon Szydtowska-Czerniaka et ses
collaborateurs (2008), pour mesurer la capacité antioxydante totale des extraits de plantes. Cette
méthode est basée sur la réduction de Fe** en Fe?", qui ensuite réagit avec la phénanthroline pour
donner un complexe de couleur rouge orangé, et qui absorbe la lumiére a 510 nm. Les résultats

obtenus des extraits et des standards (BHT et BHA) sont illustrés dans la Figure 27.
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Figure 27 : Evaluation de ’activité antioxydante des extraits par la méthode Phénanthroline (chaque
valeur représente la moyenne de trois essais + SD).

L’analyse statistique des résultats a montré une proportionnalité entre les absorbances des
standards et des quatre extraits avec leurs concentrations respectives. Plus I’absorbance est élevée,
plus I’activité antioxydante est importante. Mais en comparant l'absorbance des différents extraits
avec ceux des standards, nous avons constaté que 1’activité antioxydante des extraits de plantes

¢tudiés est largement inférieure a celle du BHA et du BHT.

Tableau 12 : le pouvoir antioxydant (exprimé par Ags (en ug /ml)) des antioxydants de
références et des extraits testés.
A5 £Ecart type (En pg /ml)

Acide ascorbique NT

BHA 0,930 + 0,07
BHT 2,240 £ 0,17
Ext AQ URT 215,580 + 17,355
Ext HM URT 111,768 £+ 2,339
Ext AQ PAR 32,554 £ 0,429
Ext HM PAR 49,971 + 3,496

D’aprés le Tableau 12, on remarque que 1’extrait aqueux de ’ortie possédent un pouvoir
antioxydant largement inférieur a celui de I’extrait hydro-méthanolique (215,580 £17,355 pg/ml
contre 111,768 +2,339 pg/ml). Ce résultat s’accorde parfaitement avec le résultat du test FRAP.

Cependant, on constate que 1’activité antioxydante de 1’extrait aqueux et de P argentea est
trés proche a celle de I’extrait hydro-méthanolique de la méme plante (32,554 +0,429 png/ml et
49,971 £3,496 ng/ml) et largement supérieure a celles enregistrées pour la plante Urtica dioica.

Toutefois, cette activité antioxydante reste inférieure a celle des standards utilisés dans ce test.
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En conclusion de cette partie, on a pu démontrer que I’extrait hydro-méthanolique d’ Urtica
dioica, I’extrait hydrométhanolique de Paronychia argentea et I’extrait aqueux de Paronychia
argentea possedent une grande activité antioxydante grace a leur capacité de piéger directement
les radicaux testés, a savoir le DPPH" et ’ABTS™, a leur pouvoir de réduire le cuivre (CUPRAC)
et a leur pouvoir chélateur de fer (FRAP et Phénantroline). Cette activité pourrait s’expliquer par
la richesse de ces deux plantes en composés phénoliques et en flavonoides ayant des propriétés
antioxydants connues. En revanche, 1’extrait aqueux d’Urtica dioica n’a pas montré la méme
activité dans la majorité des tests ou parfois faible. Cela reviendrait peut-étre aux interactions
intermoléculaires des différentes fractions susceptibles de réduire 1’effet antioxydant total et la

quantité des polyphénols de chaque extrait.

L’importante activité antiradicalaire des extraits des plantes étudiées pourrait en partie

expliquer leurs pouvoirs anti-inflammatoire et préventifs contre certaines maladies.

La question qui se pose a ce stade, est la suivante ; est ce que les extraits d’U dioica et P
argentea agiraient uniquement en empéchant les radicaux libres d’endommager les
macromolécules cellulaires ou bien interviendraient ¢galement par d’autres mécanismes tels que
la suppression de phénoméne inflammatoire induit par des agents toxiques. Ainsi on a envisagé
I’¢tude de I’activité anti-inflammatoire in virto et in vivo, qui fera I’objet de la partie suivante de

notre étude.
IV. Activité anti-inflammatoire in vitro :

L’¢étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits aqueux et hydro méthanolique
d’Urtica dioica et Paronychia argentea, a été réalisée par deux méthodes ; 1’inhibition de la
dénaturation thermique de I’albumine sérique bovine et la stabilisation de la membrane

érythrocytaire vis-a-vis de I’hémolyse.
IV.1. Inhibition de la dénaturation thermique des protéines (BSA) :

Le présent travail a pour but d’évaluer I’activité anti inflammatoire par une méthode basée
sur la dénaturation thermique des protéines (BSA). La dénaturation des protéines est 'une des
causes de I’inflammation qui conduit a diverses maladies inflammatoires. Par conséquent, la
capacité d’une substance a inhiber la dénaturation des protéines signifie un potentiel apparent
d’activité anti-inflammatoire (Habibur et al, 2015 ; Osman et al, 2016). 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). Ils empéchent la dénaturation d'albumine traitée par la

chaleur a pH physiologique.
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Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a 1’altération de la structure
tridimensionnelle des protéines par la détérioration des liaisons électrostatique, hydrogeéne,
hydrophobe et disulfure qui maintien cette derni¢re (Mizushima, 1964 ; Barros et al, 2008). Cela
signifie que c’est un processus pathologique par lequel ces molécules perdent leur configuration

et par conséquent leur fonctionnalité. (Belabbas, 2020).

La figure 28 représente la variation du pourcentage de protection vis-a-vis la dénaturation
thermique du BSA en fonction des différentes concentrations en extrait. Ces résultats sont

comparés a ceux enregistrés par le diclofénac, considérée comme molécule de référence.

—=o—Ext AQ URT EXT HM URT =0=—EXT AQ PAR =‘=Ext HM PAR =@=Diclofénac
120
100
S 80 / /7"/
=60 e
% 40 / /.//
| 20 / /
20 0 0,156  0,0312  0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2

Concentration en mg/ml

Figure 28 : Pourcentages d’inhibition de la dénaturation du BSA

Des solutions de différentes concentrations (0-2mg/ml) des extraits et de 1’anti-
inflammatoire ont ét¢ utilisées dans ce test. D’apres les résultats, il apparait qu’il y a une relation
proportionnelle entre 1’augmentation de la concentration et le pourcentage d’inhibition de la

dénaturation de BSA par le diclofénac et par les quatre extraits des plantes étudiées.

Nos résultats montrent que le diclofénac a relevé une inhibition de la dénaturation du BSA
nettement supérieure a celle des quatre extraits. Pour une concentration de 0,250 mg/ml le
diclofénac a relevé un pourcentage d’inhibition maximale de la dénaturation du BSA de 100,07 +
0,00%. Concernant les extraits, pour une concentration 2 mg/ml, le pourcentage d’inhibition de la
dénaturation du BSA est de 100,18 + 0,23% pour I’extrait aqueux d’U dioica, de 97,13 + 0,01%
pour I’extrait hydro méthanolique de la méme plante, 94,58 + 2,59% pour I’extrait aqueux de P
argentea. Ses extraits ont un pourcentage d’inhibition de la dénaturation du BSA supérieur et plus

considérable par rapport a I’extrait hydro-méthanolique de P argentea (16,45 + 0,26%)).

La capacité anti-inflammatoire des différents extraits a ét¢ déterminée a partir de 1’IC50,

c’est la concentration nécessaire pour réduire 50 % du BSA. Nous avons déterminé pour chaque
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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 13 : le pouvoir anti-inflammatoire in vitro (exprimé par ICso (en pg /ml)) d’un anti-
inflammatoire de références et des extraits testés

ICso=Ecart type (En pg /ml)

Diclofénac 52,87 + 7,66

Ext AQ URT 318,06 = 13,78
Ext HM URT 877,01 + 14,30
Ext AQ PAR 1007,77+ 46,34
Ext HM PAR 2611,17+ 85,75

D’aprés les résultats obtenus (Tableau 13), on constate que pouvoir anti inflammatoire
exprimé par I’IC50 des extraits aqueux et hydro-méthanolique de I’ortie est largement supérieurs
par rapport a I’extrait aqueux et hydro-méthanolique de P argentea (318,06 = 13,78 pg /ml et
877,01 + 14,30 pg /ml, contre 1007,77 + 46,34 ng /ml et 2611,17 = 85,75 pg /ml). Toutefois,

I’IC50 obtenu pour le diclofénac reste largement inférieur a celle des extraits des deux plantes.

Un certain nombre de travaux a rapporté que la dénaturation des protéines, in vivo, est I'une
des causes de la polyarthrite rhumatoide par la production d'auto-antigénes. Les agents possédant
des propriétés protectives contre la dénaturation protéique, seraient de bons candidats pour le
développement de nouvelles molécules anti-inflammatoires (Habibur et al., 2015). Duganath et ses
collaborateurs (2010) ont rapportés que les composants des plantes médicinales utilisées en
médecine traditionnelle, exercent leurs effets pharmaceutiques grace a leur capacité de se lier aux

protéines plasmatiques.

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

L’étude de I’activité anti hémolytique ne pouvait se faire sans I’évaluation de 1’innocuité des
extraits vis-a-vis des cellules érythrocytaires pour déterminer les concentrations a utiliser. Les taux
d’hémolyse obtenus aprés incubation des érythrocytes en présence des extraits aqueux et hydro-
méthanolique d’U dioica et de P argentea 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 29):
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Figure 29 : Pourcentage d’hémolyse en fonction de la concentration des extraits testés

D’apres les résultats obtenus, on remarque que diclofénac présente une activité hémolytique
¢levée par rapport au D’acide gallique avec une lyse des érythrocytes proportionnelle a

'augmentation de la concentration.

Les résultats que nous avons enregistrés montrent également que 1’U dioica présente une
activit¢ hémolytique trés modérée, qui n’a pas dépassée 5,58 + 1,54% pour I’extrait aqueux et

11,39 + 0,39% pour I’extrait hydro-méthanolique, a des concentrations variant de 0,025 a 8mg/ml.

Gangwar et ces collaborateurs (2014) suggerent qu’une hémolyse de 14% par D’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 qui
s’incorporent dans la couche hydrophile externe et qui n’ont aucun effet sur la fluidité de la partie
hydrophobe. Ainsi 1’action protectrice des ces composés en ce qui concerne les membranes
biologiques dépend du taux d’incorporation dans la partie hydrophile de cette derniére (Aberrane

et Mehalla, 2019).

Nos résultats indiquent également que la lyse des érythrocytes est proportionnelle a
I'augmentation de la concentration de 1’extrait aqueux et hydro-méthanolique de P argentea ou on
a constaté¢ un faible taux d’hémolyse a des concentrations allant de 0,025 a 2 mg/ml et une
I’hémolyse tres élevée a une concentration de 8 mg/ml (respectivement 81,53 + 0,06% et 75,31
+ 0,45%). La toxicité de Paronychia argentea pourra étre attribuée a sa richesse en métabolites

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

thermique :

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire in vitro (l'effet anti-hémolytique) des extraits
aqueux et hydro méthanolique d’U dioica et de P argentea, un test de stabilisation de membranes
de globules rouges a été réalisé. Ce test consiste a induire I'hémolyse de GR des rats en utilisant
une solution hypotonique et la chaleur, ce qui provoque la désorganisation des membranes et la
libération de I’hémoglobine donnant au surnageant une coloration rouge en fonction de proportion

d’hémolyse.

La Figure 30 présente les résultats de 1'effet protecteur des extraits vis-a-vis de I'hémolyse
des globules rouges induite par une solution hypotonique associée a la chaleur. L'acide gallique

est utilisé pour ce test comme molécule de référence pour le traitement anti-inflammatoire.

® Acide Gallique EXT HM URT uEXT AQ URT u EXT HM PAR BEXT AQ PAR
90,00
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Figure 30 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis du stress osmotique et thermique en
fonction des différentes concentrations des extraits testés.
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Les résultats obtenus montrent un effet protecteur de 1’acide gallique qui augmente
progressivement en fonction des concentrations, jusqu’a un effet maximal de 78,74 = 1,69% a une
concentration de 200ug/ml. Cet effet protecteur, a ensuite commencé a diminuer légérement a
partir de 400pg/ml. Donc, I’effet de 1’acide gallique contre I’hémolyse est trés important avec les
faibles concentrations. On a constaté également que la majorité des extraits aqueux et hydro
méthanolique des plantes étudiées ont assuré aux globules rouges une protection contre I’hémolyse

a des fortes concentrations.

L’extrait hydro- méthanolique et aqueux de 1’ortie présentent une activité maximale de 79,53
+ 2,99% et de 80,57 + 1,46%, respectivement a une concentration de 800ug/ml. L’extrait hydro-

méthanolique de P argentea donne a la concentration de 400pug/ml son effet protecteur maximale
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(33,17 £ 3,90%), par contre, l'extrait aqueux de la méme plante a augmenté progressivement pour

atteindre une protection maximale de 56,66 + 0,40% a une concentration de 400pug/ml.

En analysant ces résultats, il ressort que I’activité anti hémolytique des extraits aqueux et
hydro méthanolique d’U dioica augmente en fonction des concentrations. Ce qui prouve que la
plante U dioica présente un effet anti inflammatoire (anti hémolytique) meilleur que celui de P
argentea. 1l s’avéré également que ces résultats sont proches a ceux obtenus par Mekhahli et ses
collaborateurs (2021) qui ont constaté que 1’extrait aqueux d’U urens a présenté un effet anti

hémolytique considérable (47,36 = 0,081%) a la concentration 1000 pg/ml.

La stabilisation de la membrane des globules rouges a été utilisée comme méthode pour
¢tudier l'activité anti-inflammatoire in vitro, car la membrane érythrocytaire est comparable a la
membrane lysosomale et sa stabilisation implique que les extraits pourraient bien stabiliser les
membranes lysosomales (Anosike et al, 2012). La stabilisation des lysosomes est importante pour
limiter la réponse inflammatoire en empéchant la libération de constituants lysosomaux de
neutrophiles activés, tels que les enzymes bactériennes et les protéases, ce qui entraine une
inflammation supplémentaire des tissus et des dommages lors de la libération des cellules
supplémentaires et les enzymes lysosomales libérées au cours de 1'inflammation produisent divers

troubles (Mekhabhli et al., 2021).

L'activité extracellulaire de ces enzymes serait liée a une inflammation aigué ou chronique.
Les médicaments non stéroidiens (acide gallique) mettre en action soit en inhibant ces enzymes
lysosomales, soit en stabilisant la membrane lysosomale (Vadivu et Lakshmi, 2008). En outre, les
érythrocytes sont considérés comme des cibles majeures pour I’attaque des radicaux libres en
raison de la présence a la fois d’une concentration élevée en acides gras polyinsaturés sur la
membrane, et du transport de I’oxygeéne associ¢ aux molécules d’hémoglobine redox actives, qui

sont de puissants promoteurs des especes réactives de 1’oxygene. (Medzhitov, 2008).

Selon Mekahli et ses collaborateurs (2021), les polyphénols sont capables de protéger les
érythrocytes au stress actif ou d’accroitre leur résistance aux dommages causés par les oxydants.
En conclusion, l'activité¢ anti-inflammatoire importante des deux extraits aqueux et hydro-
méthanolique d’U dioica est peut-Etre attribuée a leur richesse en polyphénols et la présence de

plusieurs molécules connues par leur activité anti-inflammatoire.

V. Activité anti-inflammatoire in vivo :
V.1. Effet anti-cedémateux des extraits :

L'inflammation aigué€ se caractérise par quatre phénomeénes typiques : 'cedéme, la douleur,
la chaleur et la rougeur (Ghalem, 2014). Pendant la phase aigué, les prostaglandines PGE2,

principalement produites par la COX-2, stimulent l'expression des lipoxygénases par les
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leucocytes, ces enzymes provoquent la synthése de médiateurs spécialisés dans la résolution de

lI'inflammation (Voiriot et al, 2018).

Dans cette étude, I’activité anti-inflammatoire des différents extraits de plantes (Paronychia
argentea et Urtica dioica) a été évaluée en utilisant un mod¢le animal de I’inflammation aigue
induite par le formol aux niveaux de la patte droite des rats suivant la méthode décrite par Rahmani
et ses collaborateurs en 2016. Le tableau 14 et la figure 31 représentent 1’effet des différents

extraits et du diclofénac sur I’cedéme induit par le formol.

Tableau 14 : Effet des différents extraits et du diclofénac sur 1’cedéme induit par le formol : Chaque
valeur représente la moyenne = SD ; n = 5 pour chaque groupe.

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 + droite (Moyenne = droite (Moyenne +
SD) ml SD) ml SD) ml SD) ml
Temoin (Eau 0 1,556+ 0,086 2,611 0,250 2,500+ 0,211 2,527+ 0,267
physiologique)
Diclofénac 10 mg/ml 1,416+0,204 1,638+ 0,370 1,527+ 0,245 1,500+0,279
Ext AQ URT 100 mg/ml 1,067+0,070 1,267+ 0,109 1,333+ 0,177 1,267+ 0,149
Ext HM URT 100 mg/ml 1,133+0,126 1,450+ 0,110 1,500+ 0,059 1,533+ 0,075
Ext AQ PAR 100 mg/ml 1,117+0,046 1,267+ 0,090 1,250+ 0,118 1,150+ 0,037
Ext HM PAR 100 mg/ml 1,150+ 0,109 1,400+ 0,091 1,483+ 0,137 1,533+ 0,126

L'injection du formol au niveau de I'aponévrose de la plante du pied provoque une
inflammation locale et la raison de cette réaction inflammatoire est une 1ésion tissulaire qui stimule
la synthése de 1’histamine, des prostaglandines, des leucotriénes, du PAF (facteur d'activation

plaquettaire), des cytokines, du NO et du TNF (Rahmani et al., 2016).

Chez les témoins négatifs, I'injection du formol 1% au niveau la patte arri¢re droite de rats
témoins cedémateux provoque une augmentation de I'eedéme de 1,556 + 0,086 ml a 2,611 £ 0,250
ml dans la premiere heure, puis a 2,500 + 0,211ml dans la deuxiéme heure et a 2,527 + 0,267 ml
dans la troisiéme heure (Tableau 14). Ces valeurs correspondent a des augmentations en
pourcentage des volumes d'cedéme de 68,704 %, 61,481 % et 63,148 %, respectivement. Ces

résultats montrent que 1'cedéme maximal a été obtenu a la premiére heure.

Chez les rats prétraités avec le Diclofénac 10 mg/ml, on a observé une augmentation plus
faible du volume de la patte avec un maximum de 15,476 % aprés la premiére heure. Ensuite, il
commence a diminuer apres la deuxieme heure, puis la troisiéme, avec un pourcentage de 7,798%

et 5,417 %, respectivement.

-74-



Résultats et discussion Section III : Partie pratique

m DICLOFENAC 10mg/kg EXT HM URT 100 mg/kg mEXT AQ URT 100 mg/kg
= EXT HM PAR 100mg/kg EEXT AQ PAR 100mg/kg
120
s 100 ) 91.42 95,13
T g, T . 80,17 80,34
= 66,97 69,52
B 58 21 58,44
° 60 51,93
: 9
g 45i55 42,09 46,54
= 40 I
£
2 20
X
0
60 min 120 min 180 min
Temps (Min)

Figure 31 : Effet des différents extraits et du diclofénac sur I’cedéme induit par le formol (Pourcentage
d’inhibition de I’cedéme).

L’administration intrapéritonéale de 1’extrait aqueux d'U dioica a la dose de 100 mg/ml a
provoqué une inhibition de I’augmentation de I’cedéme de la patte de 72,01%, 58,44% et 69,52%,
respectivement. Les pourcentages d’inhibition de 1’cedéme obtenus par I’extrait hydro-
méthanolique d'U dioica par la méme dose sont inferieurs a ceux obtenus par extrait aqueux

(58,21%, 45,55%, 42,09%).

D’autre part, le prétraitement par l'extrait aqueux de P argentea a la dose 100 mg/ml par voie
intrapéritonéale provoque une inhibition de I’augmentation de I’cedéme de la patte de 80,17% a
partir de la premiére heure, 80,34% dans la deuxiéme heure et de 95,13% dans la troisiéme heure.
Par contre, I’administration de 1’extrait hydro-méthanolique de la méme plante a provoqué une
inhibition inferieure que celle obtenus par I’extrait aqueux (66,97% dans la premicre heure,
51,93% dans la deuxiéme heure, 46,54% dans la troisiéme heure). Ces résultats montrent que
l'extrait aqueux de P argentea est plus efficace que le diclofénac a la premiére et la troisiéme heure

apres injection du formol 1%

Il a également ét¢ observé que le pourcentage d'inhibition de I'augmentation de I'cedéme de
la patte par les extraits aqueux des deux plantes était plus efficace que celui obtenu avec les extraits
hydro-méthanoliques. Donc, les extraits aqueux ont un effet anti-inflammatoire plus élevé que les

extraits hydro-méthanoliques.

Ces résultats sont probablement dii au fait que les différents extraits ont aussi une action,
comme le diclofénac (AINS), qui passe par I’inhibition de la prostaglandine par inhibition des

cyclooxygénases (Belabbas, 2020).

Selon Hussain et ses collaborateurs (2016) les polyphénols peuvent affecter les systémes

enzymatiques et de signalisation qui sont impliqués dans les processus inflammatoires, inhibent la
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libération d'acide arachidonique par les membranes cellulaires, inhibent les enzymes associées aux

propriétés pro-inflammatoires telles que COX-2, LOX et iNOS.

L’effet anti-inflammatoire des extraits est probablement dii également a leur effet inhibiteur
sur l'activation du NF-kappa B et du facteur de transcription génétique qui active le TNF-a et I'[L-

1B dans le tissu synovial qui tapisse l'articulation (Taheri et al, 2022).

V.2. Effet antipyrétique des extraits :

Dans ce test, l'activité antipyrétique de l'extrait aqueux et hydro-méthanolique des plantes
Paronychia argentea et Urtica dioica a été évaluée par la méthode de pyrexie induite par la levure

de biere 20% suivant le protocole de Okombe Embeya et Nzuzi Mavungu (2020).

Tableau 15 : Variation de la température provoquée par les extraits sur I’hyperthermie induite chez les
souris par la levure de biére : Chaque valeur représente la moyenne + SD ; n = 5 pour chaque groupe.

Diminution de la tempe” rature rectale (°C)

Produit Avant . . . . . .

. 30 min 60 min 120 min 180 min 240 min 300 min

traitement

Témoin (Bau 50 )/, 679 0120009 0405016 0705031  094-021 1288021  128+0.28
physiologique)
Paracétamol 50 )\ (34 146:049 1742043 1525041  158£022 1524026  1.56+036
150 mg/kg
EXCAQURT 35041023 160£045 18480036 106044  1,06£051  1,18£0,65  128£0.71
200 mg/kg
EXtHMURT 5090, 037 046£049 054:040  0,90£021 094047  1,02£039  1,18£0,27
200 mg/kg
EXtAQPAR 35060031 0825044 1242009  1,14£0,66 124£057  1,06£046  1,46+0.28
200 mg/kg
EXCHMPAR 3¢ 144036 1765027 2204041  1,60£0,17  128:029 1324037  1,46+0,28
200 mg/kg

Les résultats présentés dans le tableau 15 indique que I’injection de la suspension de levure

de bicre (20%) a provoqué une élévation de température rectale aprés 16 heures. L’ Urtica dioica,
le Paronychia argentea et le paracétamol, molécules antipyrétiques de référence, entrainent une
diminution de la température rectale des rats traités. La température du lot de rats témoins a subit
une petite diminution pendant la durée de cette expérience (1,28 + 0,28 °C). Cette baisse de

température peut étre finalement da a la bonne santé des souris.

La baisse de la température rectale induite par le paracétamol, dosé a 150 mg/kg, est proche
a celle de I’extrait aqueux de la plante U dioica dosé a 200 mg/kg. En effet, ’activit¢ du
paracétamol et de I’extrait aqueux d’U dioica se manifeste avec la méme intensité 30 min apres le
traitement des rats. Cette activité atteint son maximum apres une heure et commence a diminuer
deux heures apres le traitement des rats. D’autre part, 1’administration [’extrait hydro-
méthanolique d’U dioica dosé a 200 mg/kg a provoqué une diminution moins importante de la

température rectale que 1’extrait aqueux de la méme plante.
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Concernant la plante P argentea, 1’administration de 1’extrait aqueux et hydro-méthanolique
a la dose de 200 mg/kg a provoqué également une forte réduction de I’hyperthermie de
1,24+0,09°C et 2,22+ 0,41°C aprés deux heures de traitement, de 1,14+ 0,66 °C et 1,60+ 0,17°C

apres une heure de traitement et de 1,46+ 0,28 et 1,46+ 0,28°C apres cing heures du traitement.

La levure de bicre, agent pyrogeéne, provoque une augmentation de la température corporelle
chez la souris, apres 16 heures de jetine (Dosso et al, 2022). Cette hyperthermie déclenchée par
l'injection sous-cutanée de 20% de levure de biére est en relation avec la libération de cytokines
(TNFa, IL-1B, IL-6) qui, ayant atteint les vaisseaux sanguins, stimulent la biosynthése de

prostaglandines (PGE 2) au voisinage du centre hypothalamo-régulateur (Ouédraogo et al., 2012).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) déploient leur effet antipyrétique en
inhibant la synthése des PGs par leur action sur I'hypothalamus. Cette inhibition de la synthése des
PGs pourrait donc étre un mécanisme possible de l'action antipyrétique des extraits étudiés
similaire a l'action exercée par le paracétamol en provoquant un blocage de l'activité enzymatique
de la cyclo-oxygénase inhibant ainsi la syntheése des PGs. (Okombe Embeya et Nzuzi Mavungu,

2020).

V.3. Effet analgésique des extraits :

Dans cette étude, nous avons compté le nombre de contractions abdominales induites par
I’injection de 1’acide acétique (0,6%), chez les souris femelles, par voie intrapéritonéale (IP), en
présence de la substance test, I’eau distillée ou un analgésique de référence selon la méthode du
test de writhing, utilisée par Dosso et ses collaborateurs (2022). Le nombre de contractions

abdominales sont présentés dans la Figure 32.
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Figure 32 : Effet analgésique des extraits, Tramadol, et de 1’ Aspirine sur le nombre de crampes
abdominales induites par 1’acide acétique chez les souris.
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D’aprés les résultats, on a constaté que le Tramadol (15mg/kg), I’Aspirine (65mg/kg),
utilisés comme référence, ainsi que les quatre extraits de plantes ont réduit de fagon significative

les contractions abdominales chez les souris traitées par rapport aux témoins.

L’administration de I’extrait aqueux et de 1’extrait hydro-méthanolique d'U dioica a la dose
100 mg/kg a produit presque le méme effet inhibiteur que celui du Tramadol (81,45+ 4,75% et
85,45+ 10,07% contre 85,45+2,51 respectivement). Les niveaux d’anti-douleur obtenus dans ce
travail sont légerement inférieurs a ceux rapportés par Giilgin et ses collaborateurs (2004) qui avec
une concentration de 100 mg/kg de poids corporel d’extrait aqueux d'U dioica, ont obtenu un
pourcentage de protection de 89,2%. Dans les travaux de Hajhashemi et Klooshami (2012),
I’extrait hydroalcoolique de feuille d’U. dioica a induit un pourcentage de protection de 81% a

400mg/kg.

De méme, nous avons constaté que 1’administration de 1’extrait aqueux et de 1’extrait hydro-
méthanolique P argentea (100 mg/kg) a permis 1’obtention de pourcentages de protection contre

la douleur d’environ 92,73+ 2,27% et 88,73+ 2,52% respectivement.

Le test de contorsions induites par 1'acide acétique chez le rat est largement utilisé pour
cribler et étudier des composés pour l'activité anti-nociceptive a médiation périphérique et est
considéré comme une méthode appropriée (Khan et al., 2009). L'administration intrapéritonéale
d'acide acétique péritonéal (0,6%) provoque la sécrétion de sérotonine, d'histamine, de
bradykinine, de substance P et de prostaglandines (PGE 2a, PGF 2a). Ces médiateurs chimiques
stimulent les neurones nocifs périphériques et entrainent une augmentation de la perméabilité

vasculaire (Ouédraogo et al, 2012).

Selon Embeya et Mavungu (2020), les récepteurs péritonéaux locaux pourraient étre la cause
des contractions abdominales et 1’effet analgésique périphérique est généralement corrigé par des
médicaments AINS en agissant par inhibition de la cyclo-oxygénase et/ou de la lypo-oxygénase
ou encore par inhibition de la réponse douloureuse produite par les nocicepteurs périphériques. Il
est donc possible que les extraits des plantes Paronychia argentea et Urtica dioica agisse par ce

méme mécanisme.

L'effet analgésique des extraits dans cette étude peut donc étre di a la présence de
flavonoides, de tanins, d'alcaloides ou de saponines. Selon Safari et ses collaborateurs (2016), les
flavonoides sont largement reconnus pour cibler les prostaglandines impliquées dans la perception
de la douleur en modérant le mécanisme opioidergique. Ces résultats nous permettent de conclure
que ces plantes médicinales ont une activité analgésique périphérique et que leurs mécanismes

d'action peuvent étre médiés par l'inhibition des récepteurs péritonéaux locaux.
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L’évaluation des propriétés phytothérapeutiques, voire anti-inflammatoire et antioxydante
demeure une tache trés utile et une piste intéressante a explorer ; de ce fait la médecine actuelle
remet de plus en plus a ’honneur les plantes médicinales. Les plantes médicinales sont utilisées
depuis longtemps dans presque tous les pays comme reméde aux maladies humaines grace a leur
composition riche en molécules biologiquement actives. Cette étude vise a évaluer 1’activité
antioxydante, anti-inflammatoire, antipyrétique et analgésique, des extraits obtenus par infusion
dans I’eau distillée et par macération dans le méthanol 80% des parties aériennes des deux plantes

Paronychia argentea et Urtica dioica L.

L’¢évaluation quantitative des composés par la méthode de Folin-ciocalteu a révélé que
I’Urtica dioica est plus riche en polyphénols que la Paronychia argentea. Par contre, I’analyses
des flavonoides par la méthode d’AlCIs a montré que la plante Paronychia argentea était plus

riche en flavonoides que I’ Urtica dioica.

L'activité antioxydante in vitro des extraits a ét¢ déterminée par cinq tests, a savoir le DPPH’
et ’ABTS™, CUPRAC, FRAP et Phénantroline. On a pu démontrer que les extraits hydro-
méthanoliques des deux plantes et 1’extrait aqueux de Paronychia argentea posseédent une grande
activité antioxydante en revanche a I’extrait aqueux d’Urtica dioica n’a pas montré la méme

activité dans la majorité des tests ou parfois faible.

Les tests évaluant l'activité anti-inflammatoire in vitro (test de la dénaturation protéique
BSA, test d’hémolyse des globules rouges et test de la stabilisation membranaire) nous ont montré

que les deux plantes ont un effet anti-inflammatoire important.

Par ailleurs, I'évaluation de l'activité anti-inflammatoire in vivo des extraits aqueux et hydro-
méthanolique des plantes Paronychia argentea et Urtica dioica a montré que les extraits des deux

plantes présentent une forte activité anti-cedémateuse (100mg/ml) et antipyrétique (200mg/ml).

L'investigation sur l'activit¢ analgésique a montré que les extraits aqueux et hydro-
méthanolique des plantes Paronychia argentea et Urtica dioica L, ont réduit de fagon significative
les contractions abdominales chez les souris traitées a la dose de 100 mg/ml. Ces résultats sont

comparables a ceux du tramadol (15 mg/kg) et d’aspirine (15 mg/kg).

L'ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de l'usage
traditionnel des plantes étudiées et confirme encore une fois la pertinence des remedes traditionnels

dans le traitement de nombreuses maladies. Toutefois, nos résultats ne constituent qu'une ébauche

-79-



Conclusion et perspectives

dans le domaine de recherche et nécessite des études ultérieures qui devraient étre orientées vers
I’¢établissement des posologies efficaces, 1’isolement et la caractérisation des molécules ainsi que
la recherche des mécanismes d’action des extraits de ces deux plantes dans le but de corréler les

activités pharmacologiques aux constituants chimiques qu’elles renferment.
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RESUME

Le présent travail a pour but d’étudier les activités antioxydantes et anti-inflammatoires des extraits aqueux et
hydro-méthanoliques des plantes Paronychia argentea et Urtica dioica.

Dans un premier temps, notre étude a montré que les deux plantes sont riches en polyphénols et en flavonoides
avec des teneurs légérement plus importantes pour les deux extraitx hydro-méthanoliques. Ce résultat
représente un bon indice du potentiel thérapeutique des extraits, car beaucoup d’activités biologiques sont
intimement liées a I’aspect quantitatif mais aussi qualitatif de ces biomolécules.

La deuxiéme étape consiste en I’évaluation de 1’activité antioxydante et anti-inflammatoire in vitro. L activité
antioxydante a été¢ déterminée par cing tests : DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP et le test Phénantroline. Cette
¢tude a montré que les exraits aqueux et hydro-méthanolique de Paronychia argentea et 1’extait hydro-
méthanolique d’Urtica dioica possédent un excellent pouvoir antioxydant par a rapport ’extrait aqueux
d’Urtica dioica dans la plupart des tests. Ces résultats sont peut-étre attribués a la qualité des composés
phénoliques et de flavonoides dans ces extraits. L’évaluation de 1’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 étude a montré que 1’extrait aqueux d’ Urtica
dioica possede une excellente capacité de protéger la BSA contre la dénaturation thermique (IC50= 318,06 +
13,78 pg /ml) par rapport aux autres extraits. De méme, I’analyse de la protection de la membrane du globule
rouge vis-a-vis du stress osmotique et thermique a montré que Defficacité des extraits aqueux et
hydrométhanolique d’Urtica dioica est supérieure a celle des deux extraits de Paronychia argentea (80,57 +
1,46% et 79,53 £ 2,99%, contre 56,66 + 0,40% et 33,17 + 3,90% respectivement).

Dans la derniére étape, 1’étude de I’activité anti-inflammatoire in vivo a révélé que les extraits aqueux et hydro-
méthanoliques des plantes Paronychia argentea et Urtica dioica ont réduit I’oedéme de la patte droite des rats
induit par le formol 1% et les contractions abdominales produites par I’injection de ’acide acétique 0,6% chez
la souris. L’hyperthermie chez la souris induite par la levure de biere 20% a été réduite par les deux plantes,
cet effet reste cependant plus marqué pour I’extrait hydro-méthanolique de Paronychia argentea.

Les résultats de ces travaux nous ont permis d’affirmer que les deux plantes présentent de trés bonnes
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires qui méritent plus d’intérét de la part des secteurs du
pharmaceutique, du parapharmaceutique, ainsi que celui de 1’agroalimentaire. 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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