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Introduction

La puberté est une période de changements physiques et émotionnels qui prépare le
corps a la reproduction. Pendant cette période, les organes reproducteurs grandissent, la
croissance s'accélére et les caractéristiques sexuelles secondaires se développent. Une de ces
caractéristiques est le cycle menstruel, qui implique des saignements mensuels de I'utérus par
le vagin. Ces saignements, appelés menstruations, sont souvent accompagnés de douleurs, ce
qu'on appelle la dysménorrhée (Benlebbad, 2017).

Les dysmeénorrhées sont des douleurs pendant les régles, ressemblant a des crampes
ou des douleurs sourdes. Elles peuvent venir avec des symptdbmes comme maux de téte,
nausees, problémes digestifs. Certaines femmes souffrent de douleurs intenses, impactant la
vie quotidienne, avec des absences possibles a I'école ou au travail. La sensibilité a la douleur
des dysménorrhées peut aussi augmenter le risque de douleurs chroniques a long terme
(Pinkerton, 2023 ).

Le syndrome prémenstruel (SPM) est un trouble qui regroupe diverses manifestations
physiques et émotionnelles chez les femmes, survenant durant la phase lutéale du cycle
menstruel (Tortora et Derrickson, 2016). Les symptomes les plus courants comprennent des
douleurs abdominales, une sensibilité des seins, des ballonnements, des maux de téte, de la
fatigue, des problémes de sommeil, des probléemes de peau et des changements d’humeur tels
que l'irritabilité et I'anxiété. Ces symptdmes peuvent varier en intensité et en durée, impactant
la qualité de vie des femmes (Zaafrane et al., 2007; Haenggi-Bally, 2007).

Depuis longtemps, les gens ont utilisé des plantes pour se soigner. Ils ont choisi
certaines plantes en se basant sur I'expérience plutét que le hasard, la religion ou la
superstition. Des médecins anciens comme Hippocrate et Dioscoride en Grece et Pline
I'Ancien & Rome ont décrit les plantes médicinales. Jusqu'au XIXe siéecle, les médecins ont
surtout utilisé des plantes pour soulager les maux et les douleurs. Plus tard, les chimistes ont
isolé les ingrédients actifs des plantes, et au XXe siécle, ils ont créé des molécules
synthétiques. Cela a conduit a un intérét renouvelé pour les traitements a base de plantes,
mais aussi a des réglements qui ont limité leur utilisation médicale (Iserin 2001). Certaines
plantes médicinales comme le gattilier, possédent des caractéristiques anti-inflammatoires et

spasmolytiques, et sont employées pour atténuer les douleurs menstruelles (Ferey D, 2017).
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C’est dans ce contexte général de douleurs menstruelles et de bien-étre des femmes
que nous avons initié¢ notre travail de mémoire de Master 2 et notre projet d’entreprise portant
sur les bio médicaments destinés aux bien étre des femmes. L’objectif principal étant de
développer un complément alimentaire qui agit comme un antidouleur menstruel, offrant une
solution naturelle et efficace pour soulager les douleurs associées aux menstruations.

Dans notre étude, nous avons sélectionné et examiné trois plantes médicinales
specialement choisies pour atténuer les douleurs associées au cycle menstruel et traiter le
syndrome SPM. Nous avons effectué une analyse phytochimique ainsi que des évaluations de
leurs activités biologiques, notamment leur effet anti-inflammatoire, leur pouvoir antioxydant
et leur activité antimicrobienne. Parallélement, nous avons étudié la toxicité de ces plantes

sur un modele animal.

Le présent document de mémoire de Master se compose de deux parties :

[J La premiére partie est une synthése bibliographique ou nous apportons des
généralités sur le cycle menstruel et la phytothérapie, les plantes médicinales et
les plantes étudiées.

[JLa deuxiéme partie est expérimentale, consacrée a I'étude de I'effet anti-
inflammatoire, et antibactérien et la toxicité des plantes étudiees.

Enfin, une conclusion sera donnée qui permettra de tracer les

perspectives nécessaires pour mieux approfondir ce travail.
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Introduction

Le cycle menstruel est un processus complexe se déroulant dans l'appareil
génital interne des femmes en &ge de procréer. Sous I'influence de diverses hormones,
il se divise en quatre phases : la menstruation, la phase folliculaire, I'ovulation et la

phase lutéale. Sa durée moyenne est de 28 jours (Mihm, 2011; Czajkowska, 2020).

De nombreuses femmes éprouvent des symptdmes menstruels tels que le
syndrome prémenstruel (SPM) et la dysménorrhée. Ces symptdmes se manifestent
physiquement, émotionnellement et comportementalement, ayant un impact
significatif sur la vie personnelle et professionnelle des femmes (Rapkin, 2003;
MASURE, 2018).

I. Le cycle menstruel

1.1. Définition de cycle menstruel

Le cycle menstruel ou la période des pertes sanguines est un processus
cyclique qui impligue des modifications anatomiques et physiologiques dans le corps
de la femme (Lansac et Evrard, 2013) dans le but de produire mensuellement un
ovocyte mature unique, a partir de la puberté jusqu'a la ménopause (Buffet et al,
1998), au cours duquel I'endometre subit des modifications en réponse aux variations
des hormones ovariennes présentes dans le sang. Ces modifications sont
synchronisées avec les différentes phases du cycle ovarien, qui sont régulées par les
gonadotrophines produites par I'adénohypophyse (Marieb et Hoehn, 2019) (figure
1).

La durée du cycle de la reproduction varie habituellement entre 25 a 35 jours
(Arne et Nicole, 2004)et mesurée a partir du premier jour des saignements
menstruels jusqu'au jour précédant le premier jour des saignements menstruels
suivants (Reed et Carr, 2018) (figure 1).

1.2 Les phases de cycle menstruel

1.2.1 La Phase menstruelle

Pendant les jours 1 a 5 de la phase menstruelle les niveaux d'cestrogénes et de
progestérone sont significativement réduits en raison de la dégénérescence du corps

jaune, qui avait été actif durant la deuxiéme moitié du cycle précédent (Ross et

4



Chapitre 1 le cycle menstruel

Wilson, 2014), I'endometre subit une desquamation de la couche fonctionnelle qui
recouvre la surface du revétement épais (Francois, 2003), Cela conduit a des
saignements qui durent en moyenne de trois a cing jours, ou le sang et les tissus qui se
sont détachés s'écoulent dans le vagin sous forme de flux menstruel (Marieb et
Hoehn, 2019). La perte de sang moyenne pendant cette période est d'environ 50 a
150 ml (Sherwood, 2006). A partir du jour 5, les follicules ovariques en
développement recommencent a produire des cestrogénes (Marieb, 2008).

1.2.2 La phase pré-ovulatoire

La phase folliculaire est la période qui se situe entre la fin de la menstruation
et I'ovulation (Widmaier et al, 2013), et elle se déroule généralement entre le 6eme et

le 13eme jour d'un cycle menstruel (Tortora et Derrickson, 2016).

Pendant cette phase, plusieurs follicules primaires commencent a se
développer (Sherwood, 2006), sous l'effet de la stimulation par la FSH et
commencent a sécréter de 'estrogene, un seul follicule sera recruté pour devenir le
follicule pré-ovulatoire (Johannes et Crawford, 1999). Le follicule ovarien qui a été
sélectionné comme dominant poursuit sa maturation et croit en taille jusqu'a atteindre
sa maturité nécessaire pour l'ovulation (Johann et Runhild, 2013). Les cestrogénes
sécretées par follicule mature stimulent la croissance de la couche fonctionnelle de
I'endomeétre, qui se reconstruit apres I'écoulement de la menstruation (Michel, 2009)
A la fin de la phase proliférative, une augmentation soudaine de LH (hormone
lutéinisante) provoque I'ovulation (Courbiere, 2016).

1.2.3 L’ovulation

L'ovulation se produit habituellement en moyenne au 14éme jour du cycle
menstruel (Marieb, 2008) et est déclenchée par le pic de sécrétion de LH, survenue
environ 36 heures auparavant (Widmaier, 2013). Ce pic de LH permet a I'ovocyte
issu du follicule dominant de compléter sa premiére méiose et de débuter sa deuxieme
méiose jusqu'a la métaphase. Si l'ovocyte est féconde, il achévera sa deuxiéme
méiose. L'ovulation correspond a la rupture du follicule de De Graaf, ou follicule
mature, qui libere I'ovocyte mature dans I'ampoule de la trompe utérine, ou il est prét
a étre fécondé (Courbiere, 2016), I’augmentation des taux d'estrogenes a pour effet
de stimuler la prolifération de la couche fonctionnelle de I'endométre, qui continue a

s’épaissir , a vasculariser et a s’enrichir les glandes utérine (Marieb et Suzanne,
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2020) pour préparer l'utérus a une éventuelle grossesses . Cette réaction marque le

début de la phase sécrétoire de l'utérus (Tortora et Derrickson, 2016).

1.2.4. La phase post-ovulatoire

La phase lutéale qui commence apres 1’ovulation, a généralement lieu entre le
15eme et le 28eme jour du cycle menstruel, Le corps jaune est formé a partir des
cellules folliculaires restantes apres I'ovulation et est stimulé par la LH pour produire
de la progestérone et de I'estrogéne (Merviel et al, 2011).

En I'absence de grossesse, sa durée de vie est limitée a environ 10 jours, apres
quoi il dégenere par apoptose, ne produisant plus d'hormones et laissant une cicatrice
appelée corps blanc. Les derniers jours de la phase lutéale sont souvent appelés phase
lutéolytique. En cas de fécondation et de grossesse, le corps jaune persiste pendant
environ 3 mois, jusqu'a ce que le placenta prenne le relais dans la production
d’hormones (Marieb et Hoehn, 2019).
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(b} Variation des concentrations des hormones de I'adénohypophyse et des hormones ovariennes

GnRH : Gomadotrophin-relcasing hormone : FSH : Hormone folliculuo-stimulante ; LH - Hormone hutéimsante.

Figure 1: Cycle de reproduction chez la femme (Tortora et Derrickson, 2016)

I1. Les troubles menstruels

2.1 Le syndrome prémenstruel ( SPM)

Le syndrome prémenstruel (SPM) est un trouble cyclique qui regroupe
plusieurs manifestations physiques et émotionnelles (Tortora et Derrickson, 2016),
qui surviennent chez les femmes pendant la phase lutéale, c'est-a-dire la période qui
suit I'ovulation et précéde les menstruations.

Les symptémes les plus courants du syndrome prémenstruel (SPM) sont :
Symptdmes physiques :

e Douleurs abdominales et crampes.

e Sensibilité et douleur au niveau des seins.

e Ballonnements, gonflement ou prise de poids.
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Maux de téte ou migraines.
Fatigue et faiblesse.

Insomnie ou sommeil excessif.
Acné ou autres problémes de peau.

Diminution de la libido.

Symptémes émotionnels :

Changements d'humeur, tels que l'irritabilité, I'anxiété, la dépression ou la
colere.
Changements dans les habitudes alimentaires ou dans I'appétit.

Problémes de concentration ou de mémaoire.

Ces symptdmes peuvent affecter la qualité de vie des femmes et varient en intensité et

en durée (Zaafrane et al., 2007;Haenggi-Bally, 2007).

2.1.1. Physiopathologie

Le SPM peut résulter d'une augmentation de la perméabilité capillaire, qui

cause un cedéme tissulaire interstitiel dans plusieurs parties du corps, y compris les

seins, I'abdomen et le cerveau (Courbiere, 2016).

2.1.2. Les causes du syndrome prémenstruel

Les causes du symptdme prémenstruel sont mentionnées dans le tableau

suivant (Tableau 1).

Tableau 1: Les causes du symptéme prémenstruel (Comeau, 2000)

Facteurs

hormonaux

. Excés d’cestrogenes.

. Manque de progestérone.

. Changement dans le rapport cestrogénes-progestérone

. Perturbation de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

. Exces de prolactine.

. Sécrétion anormale de testostérone, de gonadotrophines, de
corticosteroides.

. Métabolisme anormal des prostaglandines.

. Diminution de la production d’endorphines.




Chapitre 1

le cycle menstruel

Facteurs

nutritionnels

. Carence en vitamine B6.
. Carence en magnésium.

. Excés de sucres raffinés, de gras, de caféine et d’alcool.

Facteurs . Diminution de la sérotonine (neurotransmetteur).
biochimiques
Facteurs . Hypoglycémie.

métaboliques

. Dysfonction thyroidienne.

Facteurs

génétiques

. Heérédité.

2.2. Définition de la dysménorrhée

Les dysménorrhées sont des douleurs menstruelles qui peuvent étre des
crampes ou une douleur sourde et constante. Elles peuvent étre accompagnées de
symptomes tels que des céphalées, des nausées, une constipation ou une diarrhée.
Chez certaines femmes, les douleurs sont suffisamment graves pour perturber les
activités quotidiennes et entrainer I'absence de I'école ou du travail. De plus, la
sensibilité a la douleur associée a la dysménorrhée peut augmenter le risque de
douleurs chroniques a I'avenir(Pinkerton , 2023).

2.2.1 L’étiologie de la dysménorrhée

La dysmenorrhée peut étre divisée en deux types: essentielle ou organique, et
primaire ou secondaire. La dysménorrhée essentielle est une pathologie spécifique
caractérisée par une physiopathologie originale ou I'nypersécrétion de prostaglandines
endometriales joue un réle majeur (Graesslin et al., 2004). D'un autre c6té, la
dysménorrhée secondaire est principalement causée par des affections gynécologiques
sous-jacentes telles que I'endométriose, I'adénomyose, les myomes ou les polypes
endométriaux. Cependant, d'autres facteurs tels qu'une intolérance a un dispositif

intra-utérin ou une infection pelvienne chronique peuvent également en étre la cause.
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Une dysmenorrhée primaire est presque toujours essentielle, tandis qu'une

dysménorrhée secondaire est généralement organique (Blondel, 2014).
2.2.2. La physiopathologie

En ce qui concerne la dysménorrhée essentielle, la douleur pendant les regles
est due a I'hypoxie tissulaire causée par I'hyper contractilitt du myometre et la
vasoconstriction de ses artérioles. Les prostaglandines, I'arginine vasopressine et les
leucotriénes sont trois familles d'agents utérotoniques et vasoconstricteurs impliquées
dans cette pathologie, les prostaglandines jouant un r6le majeur dans 80 a 90% des
cas (Adham, 2007). L'hypoxie tissulaire libére des substances nociceptives qui vont
agir au niveau des terminaisons nerveuses (Blondel, 2014).

Les prostaglandines (PG) ont une action directe algogene sur les fibres
nerveuses sensitives, méme si leur seuil de sensibilité aux stimuli nociceptifs est
diminué. L'exces de production de PG utérines lors de la desquamation de I'endométre
est principalement responsable de la pathogenése d'une dysménorrhée primaire. Cette
surproduction induit des contractions utérines importantes qui provoquent une douleur
ischémique. Les phospholipides de 1'endometre sont convertis en PG (PGE2, PGF2a,
thromboxane A2 et prostacyclin (PGI2)) aprés l'intervention de plusieurs enzymes
spécifiques (Mach et al., 2021).

Au cours du cycle menstruel, I'endomeétre synthétise des quantités variables de
prostaglandines (PG). La diminution des taux de progestérone a la fin de la phase
lutéale provogue la libération de phospholipases A2 qui permettent de produire de
plus grandes quantités d'acide arachidonique, entrainant ainsi une augmentation de la
production de PG. Les deux types de PG impliqués dans la pathogenése de la
dysménorrhée primaire sont PGE2 et PGF2. Alors que la PGE2 peut entrainer une
contraction ou une relaxation du myométre, la PGF2 provoque toujours une
vasoconstriction importante des vaisseaux sanguins utérins ainsi que des contractions
du myometre. En outre, la PGF2a abaisse le seuil de perception de la douleur en

sensibilisant les terminaisons nerveuses (Mach et al., 2021). (Figure 2)
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Acide arachidonique
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Arginine Leucotriénes Prostaglandines
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Hypercontractilité vasoconstriction
Hypoxie
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Douleur

Figure 2: Physiopathologie (Graesslin et al., 2004)

2.3. Le traitement

Antalgiques et anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (qui inhibent la
synthése de prostaglandine en inhibant I’activit¢ de la cyclooxygénase): Afin de
soulager ponctuellement la douleur des régles (Nicolas, 2010).

La thermothérapie (L’application d’une source de chaleur) : est une méthode
traditionnelle de traitement & domicile pour la dysménorrhée (Proctor et Farquhar,
2006).

La phytothérapie : Certaines plantes présentent un effet anti-inflammatoire et
spasmolytique, mais ont également une action sur le mécanisme méme de production

des PG comme : le gattilier, L’armoise (Mach et al., 2021).
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Introduction :

La médecine traditionnelle a utilisé les propriétés des plantes médicinales depuis des
millénaires. La phytothérapie consiste en l'utilisation de préparations a base de plantes pour
traiter ou prévenir les maladies (Colalto, 2017). Selon I'OMS, jusqu'a 80 % de la population
mondiale compte sur la médecine traditionnelle pour ses soins de santé (Fintelmann et
Weiss, 2004).

La phytothérapie offre une approche holistique et naturelle pour atténuer les douleurs
menstruelles, en capitalisant sur les vertus thérapeutiques des plantes et de leurs composés
actifs (Muthu et al, 2006).

Les produits a base de plantes sont souvent utilisés comme alternative a la thérapie
pharmacologique. Pour des affections gynécologiques telles que le syndrome prémenstruel et
la dysmeénorrhée, de nombreuses femmes optent pour des remedes a base de plantes afin
d'atténuer ces symptomes (Kenda et al, 2021).

1. La phytothérapie
1.1. Définition de la phytothérapie

Le terme "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecques :
phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante™ et "traitement”(Chabrier, 2010).
Elle incarne I'art de la guérison par I'utilisation des plantes (BEYRET, 2013). Ainsi, elle peut
étre caractérisée comme une discipline allopathique visant a prévenir et traiter des problémes
fonctionnels et/ou pathologiques spécifiques au moyen de végétaux, de leurs composants ou
de préparations a base de plantes (Wichtl et Anton, 2003).

I-2- Types de phytothérapie

On peut catégoriser la phytothérapie en deux types distincts :
I-2-1- La phytothérapie traditionnelle (classique)

La phytothérapie traditionnelle représente une forme de traitement substitutif qui vise
a atténuer les manifestations symptomatiques d'une affection. Ses origines peuvent parfois
étre anciennes et elle repose sur l'utilisation des plantes conformément aux vertus découvertes
par l'expérience. Les indications concernées sont les médicaments de premiere intention
spécifiqgues a un avis pharmaceutique. Elles concernent notamment les pathologies
saisonni¢res depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes

hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques (Radjah, 2020) .

12



Chapitre 2 La Phytothérapie et ses Applications dans la Gestion des Troubles Menstruels

I-2-2- La phytothérapie clinique (moderne)

C'est une approche médicale qui requiert une prise en compte globale du patient et de
son environnement pour définir le traitement, ainsi qu'une évaluation clinique exhaustive. De
nos jours, la phytothérapie repose sur les avancées scientifiques et les études des extraits
actifs des plantes. Une fois ces composants identifiés, ils sont normalisés. Cette méthodologie
meéne a la création de phytomédicaments et, conformément a la réglementation nationale, leur
mise sur le marché nécessite une autorisation. C'est ce qu'on appelle la pharmacognosie ou la

biologie pharmaceutique(Monnier, 2002).

Pour progresser d'une phytothérapie traditionnelle sans contrdle vers une approche
moderne, il est indispensable de mener des études approfondies et de s'appuyer sur des
données scientifiques approuvées, tout en faisant intervenir des personnes agréées (Monnier,
2002).

I-3- Avantages de phytothérapie

La phytothérapie présente plusieurs avantages importants. Bien que la médecine
moderne ait progresse, les plantes ont longtemps été utilisees pour traiter diverses affections.
Aujourd’hui, avec la diminution de I'efficacité des antibiotiques face aux infections
résistantes, les traitements a base de plantes regagnent en importance. La phytothérapie
s'associe souvent aux traitements traditionnels et gagne en popularité dans I'Occident pour les
maladies chroniques comme l'asthme et l'arthrite. En outre, étant mieux tolérée par
I'organisme et évitant les effets secondaires courants des médicaments chimiques, elle peut
potentiellement réduire les hospitalisations liées a ces effets indésirables, qui affectent 10 a
20% des cas (Iserin, 2001).

1.4. Limites et risque de la phytothérapie

1.4.1. Toxicité intrinseque des plantes

L'utilisation normale des plantes médicinales peut entrainer des effets secondaires
indésirables. Dans certains cas, cela peut méme causer des intoxications. Parfois, des
substances non végetales contaminent les plantes ou les produits a base de plantes, présentant

ainsi des risques pour la santé (Christophe, 2014).
1.4.1.1. Effets indésirables

Les effets indésirables induits par les plantes médicinales sont rares.
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En 2013, Posadzki et al. ont analysé 50 revues systématiques portant sur 50 plantes
médicinales distinctes pour évaluer leurs effets indésirables. La plupart de ces plantes ont été
associees a des effets indésirables mineurs a modérés. Ces effets comprennent des réactions
allergiques, des réactions cutanées comme la photosensibilisation, ainsi que des atteintes a
divers organes tels que le tractus gastro-intestinal, le foie, les reins, le ceeur et le systéme
nerveux central (Posadzki et al, 2013).

1.4.2. Risque d’interactions entre plantes médicinales et médicaments

Contrairement aux médicaments synthétiques, les plantes médicinales contiennent
plusieurs principes actifs, augmentant le risque potentiel d'interactions avec d'autres
médicaments. Les interactions entre plantes et médicaments peuvent étre plus fréquentes et
moins comprises que les interactions entre médicaments seuls. Des cas et des études ont
signalé diverses interactions, méme si la causalité n'est pas toujours claire. Ce risque est plus
élevé chez les personnes agées prenant plusieurs médicaments. Les interactions peuvent étre
de nature pharmacocinétique (affectant I'absorption, la distribution, le métabolisme et
I'excrétion) ou pharmacodynamique (influencant les effets pharmacologiques) (Hussain,
2011).

1.5. Indications de la phytothérapie

Les extraits de plantes peuvent étre utilisés comme médicaments traditionnels pour
des probléemes majeurs. En phytothérapie, les plantes médicinales traitent des affections
moins graves et sont de plus en plus liées au bien-étre. Les domaines de la phytothérapie
incluent des troubles digestifs légers, des problémes hépatiques modérés, des désordres
intestinaux mineurs, des problemes veineux, cholestérol élevé, états grippaux, troubles du
sommeil, stress, fatigue, douleurs articulaires Iégeéres, troubles urinaires, et d'autres soucis
féminins (les douleur menstruelles, le syndrome prémenstruel, cycles irréguliers) (Botineau,
2011).

2. Les plantes médicinales

2.1. Définition

Les plantes médicinales sont des especes vegétales qui possedent des proprietes
thérapeutiques. Ces traitements naturels a base de plantes peuvent souvent étre plus
économiques, efficaces et slrs que de nombreux médicaments, car ils ont moins d'effets
secondaires, une plante médicinale peut étre sous différentes formes telles qu'un arbre, un

buisson, un champignon, un légume, une racine ou une algue(BoustaL et Ennabili, 2011).
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D'aprés la définition de la Pharmacopee Francaise : Les plantes médicinales sont des
drogues vegétales qui possedent au moins une partie qui a des propriétés médicamenteuses.
Ces plantes médicinales peuvent aussi avoir des usages alimentaires, condimentaires ou

hygiéniques (Limonier, 2018).

L'appellation de plante médicinale est pertinente dans le domaine pharmaceutique, car
une grande proportion des médicaments actuellement utilisés sont dérivés de plantes, que ce
soit par la reproduction de la molécule active "naturelle™ a travers la semi-synthese, ou par
son extraction. 1l n'est donc pas surprenant que plus d'un tiers des médicaments allopathiques
couramment utilisés soient originaires de plantes médicinales (Berthoud et al, 2016).

2.2. Eléments actifs des plantes médicinales

La majorité des especes végétales présentes a travers le monde possédent des
propriétés thérapeutiques grace a la présence de principes actifs agissant directement sur le
corps. Elles sont utilisées a la fois dans la médecine conventionnelle et la phytothérapie,
offrant des avantages souvent absents dans les médicaments traditionnels (Iserin, 2001).

2.2.1. Les principes actifs

Le principe actif représente une molécule présente dans une drogue végétale ou dans
une préparation a base de drogue végétale, et il est utilisé dans le processus de synthése des
médicaments (Herbinet, 2004), ces molécules présentent un intérét thérapeutique curatif ou
préventif pour I’lhomme ou 1’animal (Pelt, 1980).

2.2.2. Métabolites secondaires

Les plantes contiennent des métabolites primaires (glucides, protides, lipides, acides
nucléiques), qui sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, elles
produisent, en plus, un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la
photosynthése, mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont des
métabolites secondaires. Les métabolites secondaires peuvent étre percus comme des
éléments indirectement essentiels a la survie des plantes, et qui participent a I'adaptation de la
plante avec l'environnement, ainsi & la tolérance contre les chocs (lumiére UV, insectes

nocifs, variation de la température...) (Manchado et Cheynier, 2006).

Cette fonction physiologique est importante, non seulement en raison de leur role

dans la plante, mais elle constitue une source substantielle de molécules exploitables par
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I'nomme dans des différents domaines tels que la pharmacologie ou l'agroalimentaire
(Macheix et al., 2005).

Parmi les métabolites secondaires produits par les plantes, on peut citer :les
flavonoides ,les tanins, les saponosides,les coumarines, les alcaloides, les terpénes.

2.3. Formes d’utilisation des plantes médicinales

En phytothérapie, les plantes médicinales peuvent étre utilisées en vrac ou sous forme
de préparations galéniques(Lacoste, 2021).

2.3.1. Plantes en vrac

Les plantes sous forme de vrac, qu'elles soient fraiches ou seches, sont utilisées pour
créer des infusions (Lacoste, 2021) . Les différentes méthodes pour préparer ces infusions

sont expliquées dans le tableau ci-dessous (Tableau 2).

Tableau 2: Modes d’obtention des tisanes.

Type de procédé Mode opératoire

Infusion verser de I'eau bouillante sur les plantes au
moment de [I'ébullition, puis a couvrir et
laisser infuser (10 minutes & 1 heure selon la

plante).

Décoction faire bouillir de l'eau avec les plantes
pendant 10 minutes a une demi-heure, selon

les plantes utilisées.
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Macération laisser les plantes tremper dans un liquide
(eau, alcool, huile, miel, vinaigre, etc.)
pendant au moins 15 jours. Les preparations
résultantes sont un peu plus complexes mais
ont une durée de conservation plus longue,

assurant une disponibilité constante.

2.3.2. Formes galéniques

En phytothérapie, différentes formes galéniques sont utilisées, notamment les
poudres, les extraits, les teintures, les alcoolatures, les alcoolats, les macérats glycérinés et les
suspensions intégrales de plantes fraiches (Christophe, 2014). Les différentes formes
galéniques de phytothérapie sont présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 3).

Tableau 3: Les différentes formes galéniques de phytothérapie (Limonier, 2018)

Présentation Formes galéniques

Formes solides e gélules

e comprimés

Formes liquides e Extraits fluides

e Teintures, alcoolatures, alcoolats

e Teinture mére

e SIPF (Suspensions Intégrales de
Plantes Fraiches)

e Macérats glycérinés

e Digestes huileux et huiles infusées

e Sirops, eau distillée, élixirs floraux

e Huiles essentielles
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Formes destinées a I’usage externe e Pommades

e Liniments
o Gel
e Décoction, tisane

e Huile essentielle

Les poudres proviennent de plantes sechées et sont utilisées pour créer des teintures,
des gélules ou des comprimés.

Les extraits végétaux comprennent des préparations liquides (extraits fluides et
teintures), semi-solides (extraits mous, fermes et oléorésines) ou solides (extraits secs)
obtenus a partir de plantes seches, principalement en utilisant de I'éthanol ou un
mélange d'eau et d'éthanol.

Les teintures sont obtenues en dissolvant des plantes séches dans de I'éthanol, tandis
que les alcoolatures (ou teintures meres) sont élaborées en utilisant de I'éthanol sur
des plantes fraiches.

Les alcoolats sont produits en distillant de I'éthanol avec des substances aromatiques.
Les macérats glycérinés sont fabriqués a partir de tissus végétaux frais broyés tels que
les bourgeons, les jeunes pousses et les racines fines, qui sont ensuite macérés dans un
mélange d'eau, d'éthanol et de glycérine.

Les suspensions intégrales de plantes fraiches sont créées en congelant les plantes
dans de l'azote liquide moins de 24 heures apres la récolte. Ensuite, les plantes sont
finement broyées et mises en suspension dans de I'éthanol a 30 °C. Cette méthode

permet de préserver tous les principes actifs des plantes (Christophe, 2014).

2.4. Les plantes médicinales utilisées pour traiter les douleurs menstruelles

Certaines plantes présentent un effet anti-inflammatoire et spasmolytique, mais ont

également une action sur le mécanisme méme de production des prostaglandines (Ferey,

Voici quelques plantes dont les propriétés thérapeutiques sont utilisées pour apaiser

les douleurs menstruelles ou traiter les inconforts associés aux réegles :

e Le gattilier (Vitex agnus castus. L)est une plante peu connue, traditionnellement

utilisee par les herboristes pour diverses affections et agit en tant que regulateur
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hormonal. Sa propriété lutéotrope lui confére une efficacité dans le soulagement des
symptdmes associés au cycle menstruel (Claire, 2018).

e L’armoise ( Artemisia vulgaris, sommités fleuries)est recommandée dans les troubles
du cycle menstruel, en particulier en raison de sa teneur en phytostérols qui agissent
sur la régulation des récepteurs aux estrogenes (Mach et al, 2021).

e [’onagre (Oenothera biennis)est une plante bisannuelle, originaire d'’Ameérique du
Nord et appartenant & la famille des Onagraceae, est particulierement prisée en
médecine naturelle pour son efficacité accrue dans le traitement des mastoses, du
syndrome prémenstruel et des problémes liés a une hyperprolactinémie (Schnebelen,
2006).

e La racine de gingembreestune épice ancienne, agit comme un agent anti-
inflammatoire grace a ses composés actifs, le Gingérol et les Ginger Jones, qui
régulent les enzymes cyclo oxygénase et lipoxygénase. Cette régulation induit une
réduction similaire a l'acide méfénamique de l'intensité de la dysménorrhée, avec des
effets anti-prostaglandines (Shirvani et al, 2014).

e La sauge (Salvia officinalis. L)est une plante qui présente des caractéristiques
antioxydantes, analgésiques et anti-inflammatoires grace a ses Ccomposés
polyphénoliques tels que I'acide rosmarinique et caféique, ainsi que des vitamines B et
des terpénes. Son extrait est utile pour réduire I'impact du syndrome prémenstruel,
agissant sur les aspects physiques et émotionnels (Abd Nezhad et al, 2018).

e La bourrache (Borago officinalis. L) est une plante originaire du Proche-Orient,
appartenant a la famille des Boraginaceae, est reconnue pour son action inhibitrice sur
les hormones FSH-LH ainsi que sa capacité a réguler les niveaux d'cestrogénes, de
progestérone et d'androgenes gonadiques. Dotée de propriétés antiallergiques,
antioxydantes, anti-inflammatoires, cicatrisantes et antiseptiques, elle apporte un
bénéfice particulierement appréciable pour atténuer la dysmeénorrhée et soulager les
symptomes du syndrome prémenstruel (SPM) (Hedayat et Lapraz, 2009 ).

Trois de ces plantes citées : le gattilier , la bourrache et I’onagre font 1'objet d'étude

dans notre recherche.
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3. Les plantes étudiées

3.1. Vitex agnus castus. L
3.1.1. Généralités

Vitex agnus castus L. appartient au genre Vitex qui est le plus grand genre de la
famille des Verbenaceae comprenant 250 espéces réparties dans le monde entier (Sheng-
Hong et al, 2002). L'espéce Vitex agnus-castus L. (VAC), initialement classée
phylogénétiquement dans la famille des Verbenaceae mais maintenant est placée dans la
famille des Lamiacées (Chantaranothai, 2011). l'une de ces espéces utilisees en médecine
est V. agnus castus Linn. (Rani et Sharma, 2013).

3.1.2. Composition chimique

Vitex agnus-castus L est principalement constitué de terpénes (y compris I'huile
essentielle, les iridoides et les diterpénes) ainsi que de composés phénoliques tels que les
phénols, les flavonoides et les tanins, accompagnés d'autres composés présents en moindre
quantité (Tracy et Kingston, 2007), des études ont également signalé la présence d'acide
linoléique dans ce fruit, qui a été identifié comme un composé ayant des propriétés
cestrogéniques ( Masateru ONO et al , 2011 ) (tableau 4).

Tableau 4: Les principaux constituants chimiques de Vitex agnus-castus.

Famille de Constituants individuels

constituants

Iridoide Agnuside (0,6 %), eurostoside, aucuboside (Kuruiizim-Uz et al,
2003; Claire, 2018)

Flavonoides 1) Non glycosylés : lutéoline, 6-hydroxykaempférol, isorhamnétine

2) Non glycosylés polyméthoxylés : casticine (0,02-2,0 %) 5- hydroxy-
3,4°,6,7-tétraméthoxyflavone, pendulétine, chrysosplénol D

3) Glycosylés : glucosyl-7-lutéoline, C-glucosyl-6-apigénol, C-
glycosyl-8-apigénol, homoorientine, isoorientine (lutéoline 6-C-
glycoside), chrysosplénétine, cynaroside

(Hirobe et al, 1997; Hajdu et al, 2007; Aissaoui H et al, 2016).
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Diterpenes Rotundifurane (0,04-0,3 %), clérodadiénols, vitexilactone (Hoberg E
et al, 1999)(Hajdu Z et al, 2007).

Huile essentielle | Sabinene (1,64-44,1 %), 1,8-cinéole (8,4-15,2 %), a-pinéne (1-23 %),

(0,8-1,8 %) B-caryophyllene (2,1-5,0 %) et trans-pB-farnésene (5,0-11,7 %), p-
cymene, limonéne (Maleset al, 1998)(Stojkovic et al, 2011)(Habbab
et al., 2016).

Divers Acides gras, tanins, acides phénols (Tracy et Kingston, 2007).

3.1.3. Propriétés et utilisations

Vitex agnus-castus L, en raison de sa composition, pourrait étre considéré comme une
alternative a certains traitements (Claire, 2018). Des études pharmacologiques précédentes
menées sur diverses especes de Vitex ont révélé son efficacité pour le traitement de diverses
affections. Cela a rendu le Vitex populaire dans les domaines de la phytochimie et de

I'ethnobotanique (Nyiligira et al., 2008).

Cette plante ayant été utilisée a des fins médicinales grace a ses baies de fruit et feuilles
séchées. Plus précisément, la partie médicinale du Vitex agnus-castus est son fruit (Daniele et
al, 2005).

Depuis de nombreuses années, on suggére que cette plante pourrait étre efficace dans le
traitement de certains troubles gynécologiques, notamment le syndrome prémenstruel
(Verkaik et al, 2017).
3.1.3.1. Utilisations traditionnelles

Vitex a une longue histoire d'utilisation dans la médecine traditionnelle pour traiter
diverses affections, notamment la dépression, les maladies vénériennes, le paludisme,
I'asthme, les allergies, les plaies, les problemes dermatologiques, les morsures de serpent et
les douleurs corporelles(Nyiligira et al, 2008). Depuis plus de 2500 ans, les fruits du gattilier
ont été utilisés dans I'Egypte ancienne, la Gréce, I'lran et Rome pour traiter divers problémes
gynécologiques. De plus, ils ont également été employés en raison de leur réputation de
réduire la libido (Roemheld- Hamm, 2005).
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3.1.3.2. Utilisations actuelles

V. agnus - castus est actuellement largement utilise en médecine alternative et
complémentaire pour traiter le syndrome prémenstruel (SPM) aux Etats-Unis (Weisz et
Knaapen, 2009). Son efficacité et sa sécurité dans le soulagement des symptémes du SPM
ont été validées par I'Agence européenne des médicaments et les autorités sanitaires
allemandes (Girman et al, 2003; Mari et al, 2015). De plus, des essais controlés et
randomiseés récents ont corroboré ces bienfaits en démontrant que V. agnus-castus est efficace
et bien toléré pour atténuer les symptébmes du SPM, notamment les cycles menstruels
anormaux, l'aménorrhée, la mastodynie, I'eedéme et les maux de téte (Lauritzen et al, 1997;

Atmaca et al, 2003).

V. agnus-castus n'est pas incorporé dans I'alimentation et son usage n'est pas conseillé
pour les enfants, les femmes enceintes ou celles qui allaitent. Il est recommandé d'éviter
l'utilisation de V. agnus-castus chez les patients prenant des hormones sexuelles exogenes,
notamment les contraceptifs oraux, en raison de son possible impact sur la prolactine,
pouvant contrevenir a I'efficacité des pilules contraceptives (Tracy et Kingston, 2007).

3.1.3.3. Propriétés pharmacologiques

L'Agneau-Chaste (Vitex agnus-castus) a plusieurs actions pharmacologiques : il agit
en tant que sédatif et agoniste dopaminergique, ce qui inhibe la production de prolactine tout
en ayant des propriétés a-sympatholytiques. Il modifie les fonctions endocriniennes, inhibant
la production générale des hormones hypothalamiques et hypophysaires, réduisant la FSH
gonadique et affectant l'absorption des cestrogenes. En outre, il diminue la testostérone
sérique, favorisant la progestérone, tout en modifiant le rapport T4/T3 thyroidien. A des
doses différentes, il influence la prolactine et son métabolisme. Il agit également comme
antispasmodique utérin et régulateur du cycle menstruel, possede des propriétés
dermatologiques et anticancéreuses, et peut étre utilisé pour traiter diverses affections telles
que le syndrome prémenstruel, la mastodynie, les fibromes, le syndrome des ovaires
polykystiques, I'nyperplasie de I'endometre, la ménorragie et I'insomnie.(Carmichael, 2007;
Wouttke, 2003; Kanodia et Swarnamoni, 2008).
3.1.3.3.1. Action hormonale

A. Action sur la prolactine
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Des preuves variées suggerent que V. agnus-castus inhibe la sécrétion de prolactine
par I'hypophyse. Une étude randomisée, contrdlée par placebo a examiné I'effet de V. agnus-
castus sur la réserve de prolactine hypophysaire élevee. 52 femmes présentant des anomalies
de la phase lutéale dues a une hyperprolactinémie ont participé a I'étude. L'intervention
consistait a prendre de V. agnus-castus par jour ou un placebo pendant 3 mois. Les résultats
ont montré que le groupe prenant V. agnus-castus a présenté une réduction significative de la

libération de prolactine par rapport au groupe placebo aprés 3 mois ( Milewicz et al, 1993).
B. Action sur FSH et LH

Il existe peu d'études humaines sur l'impact direct de V. agnus-castus sur les
hormones lutéinisante (LH) et folliculo-stimulante (FSH) (Tracy et Kingston, 2007), et les
recherches cliniques menées pour étudier les effets de V. agnus-castus sur les taux de FSH et
de LH n'ont pas réussi a trouver de relation significative entre ces deux éléments (Milewicz
et al, 1993).

C. Action oestrogénique et progestative

L'extrait méthanolique de fruits de V. agnus-castus démontre des effets significatifs,
notamment grace a ses composants actifs tels que l'acide linoléique et I'apigénine. Par
ailleurs, des études sur des rats ovariectomises ont également révélé que I'extrait éthanolique

de fruits améliore I'apprentissage et la mémoire (Niroumand et al, 2018).

V. agnus-castusa démontré une amélioration de certains processus de vieillissement
dans le systeme reproducteur des souris femelles. En raison de ses propriétés anti-age
observées, Vitex pourrait étre pertinent pour atténuer certains problémes liés au
vieillissement, tels que le stress oxydatif, le déséquilibre des hormones LH et FSH, ainsi que
I'atrophie de I'endométre (Ahangarpour et al, 2016).

3.1.3.3.2. Effets sur le syndrome prémenstruel et dysménorrhée

Plusieurs études ont évalué l'effet de V. agnus-castus sur le syndrome prémenstruel
(SPM), une étude avec 1634 patientes a montré que I'extrait de V. agnus-castus réduisait les
symptdmes du SPM chez 93 % des patientes(Loch et al, 2000). Des essais ont confirmé
I'efficacité de V. agnus-castus a 20 mg sur les symptomes liés au SPM(Berger et al, 2000 ).
Une autre étude a montré que l'extrait de V. agnus-castus réduisait les symptdmes physiques

et psychologiques du SPM par rapport au placebo(Huddleston et Jackson, 2001). Des effets
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similaires ont été observés dans des études sur les maux de téte, l'irritabilité et les fringales
(Ma L et al, 2010; Zamani, 2012).

Une étude comparant la fluoxétine (un inhibiteur de recapture de la sérotonine) a
I'extrait de Vitex agnus castus a montré que les deux étaient efficaces pour le trouble
dysphorique prémenstruel (TDPM). Les pourcentages de réponse étaient similaires pour les
deux traitements, mais la fluoxétine était plus efficace pour les symptémes psychologiques,
tandis que I'extrait de Vitex atténuait les symptomes physiques (Atmaca et al, 2003).

3.1.3.3.3. Effets sur la mastalgie

Une étude comparant V. agnus-castus a la bromocriptine pour la mastalgie cyclique et
I'nyperprolactinémie légére a révélé une réduction significative des niveaux de prolactine
dans les deux groupes apres un traitement de 3 mois . Aucun effet indésirable n'a été observé
avec V. agnus-castus, tandis que 12,5% des patients sous bromocriptine ont présenté des
nausees et des vomissements. Les résultats indiquent que V. agnus-castus agit de maniere
similaire a la bromocriptine en réduisant la prolactine et en atténuant les douleurs

mammaires, avec une meilleure tolérance et aucun effet indésirable (Kilicdag et al, 2004).

3.1.3.3.4. Effets sur les troubles de la fertilité

Dans une éetude de 3 mois sur 93 femmes ayant des probléemes de fécondite, le
mélange a base de plantes, contenant V. agnus-castus, a montré une amélioration significative
des parametres de fertilité par rapport au placebo. La progestérone mi-lutéale a augmenté, les
températures basales de la phase lutéale ont été normalisées et 26 % des femmes du groupe
ayant pris le mélange a base de vitex agnus-castus sont devenues enceintes, comparé a 10 %

dans le groupe placebo (Westphal et al, 2006).

3.2 .Oenothera biennis (Oenotheraceae ou Onagraceae)

3.2.1. Généralité

Oenothera biennis (Oenothera L.) est une plante de la famille des Onagracées, avec
environ 145 espéces dans le genre Oenothera L. Elle pousse dans les zones climatiques
tempérées et tropicales d’Amerique du Nord et du Sud. Certaines espéces se sont adaptées a
I'Europe, ou environ 70 espéces sont présentes. La plus répandue est Oenothera biennis, qui
posséde la meilleure activité biologique étudiée. Des recherches sont en cours pour

comprendre la composition chimique de la plante et son lien avec ses propriétés bénéfiques
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pour traiter diverses maladies. Ces recherches se concentrent principalement sur les extraits

des différentes parties de la plante (feuilles, tiges et graines) (Timoszuk et al., 2018).

3.2.2. Principaux constituants actifs
Oenothera biennis est élevée pour ses graines, ses feuilles, ses fleurs, et méme ses

racines charnues et rougeatres. Pour produire de I'huile, les graines sont utilisées.

La graine présente une composition diversifiée, comprenant 15 % de protéines, 24 % d'huile,
40 % de fibres (cellulose et lignine), des phytostérols tels que le stigmastérol et le béta-
sitostérol, ainsi que des lectines. De plus, I'analyse minérale révéle une concentration notable
en calcium. L'huile extraite a froid a partir des graines révele une composition riche et variée
en acides gras. On y retrouve environ 7 a 10 % d'acide palmitique, de 1,5 a 3,5 % d'acide
stéarique, de 6 a 11 % d'acide oléique, de 65 a 80 % d'acide linoléique, et enfin de 8 a 14 %

d'acide gamma-linolénique (Schnebelen, 2006).

Tableau 5: Les principaux constituants de la graine d’Oenothera biennis (Ghedira et al.,
2011)

Famille de constituants Constituants chimiques
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Huile : 14-25 %
(obtenue par pression

a froid des graines séchées)

Acides gras essentiels

Acide palmitique : 4-10 %
Acide stéarique : 1-4 %

Acide oléique : 5-12 %

Acide arachidonique : 0,3 %
Acide gadoléique : 0,1 %
Acides gras oméga-6

Acide cis-linoléique : 65-85 %

Acide cis-gammalinolénique : 7-14 %

Protéines : 15 %

(Phyto)sterols Cholestérol, brassicastérol, stigmastérol,
bétasitostérol (85 %)
Flavonoides Catéchol, épicatéchol

Esters d’acides triterpéniques

Acide bétulinique, acide oléanique

Polyphénols Acide gallique, gallate
d’épicatéchol
Tanins hydrolysables Oenothéine

Autres constituants

Mucilages, sucres
Cellulose, lignine
Lectines

Résine

Calcium

Tocophérol

3.2.3. Propriétés pharmacologiques

L'huile d’Oenothera biennis (HO) présente des propriétés anti-inflammatoires grace a
ses esters d'acides triterpéniques. Ces esters agissent en capturant les radicaux libres et en
inhibant la cyclo-oxygénase (Knorr et Hamburger, 2004; Zaugg et al., 2006). Cet effet

anti-inflammatoire se manifeste également par voie orale : les patients qui consomment de
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I'HO constatent une amélioration des Iésions cutanées et une augmentation de I'acide dihomo
gamma linolénique, qui est un précurseur de la prostaglandine E1 (PGE1) (Yoshimoto et al.,
1999). De plus, lorsqu'elle est utilisée en application externe sous forme d'émulsion huile/eau,
Oenothera biennis a démontré des effets bénéfiques pour I'eczéma atopique (Matsuo et al.,
1996).

Lorsque l'acide gamma-linolénique, présent dans I'huile d'Oenothera biennis, est
administreé aux rats males, cela entraine une augmentation des niveaux d'immunoglobulines
IgG et IgE, qui sont des composants importants du systeme immunitaire (Dirks J, 1998).
L'acide gamma-linolénique provenant de cette huile renforce le fonctionnement du systeme
immunitaire en influencant des éléments tels que l'interféron gamma et une protéine

chimiotactique appelée protéine-1 des monocytes (Ziboh, 1997).

L'huile d'Oenothera biennis a montré des effets anticancéreux chez les rats en
inhibant la formation de papillomes, des excroissances cutanées associées au cancer (Ramesh
et Das, 1998). Chez les souris, une alimentation contenant cette huile a ralenti la croissance
de la plupart des adénocarcinomes mammaires. Ces résultats suggérent que prendre cette
huile de maniére préventive pourrait étre bénéfique contre certains types de cancer (Munoz
et al., 1999)

3.2.4. Effets Thérapeutiques de I'Huile d'Oenothera biennis et de I'Acide Gamma-
linolénique sur le syndrome Prémenstruel et la Régulation Hormonale chez les

Femmes

Certaines plantes présentent un effet anti-inflammatoire et spasmolytique, mais ont
également une action sur le mécanisme méme de production des PG. Parmi ces plantes les
graines d’Oenothera biennis qui subissent un processus d'extraction par pression a froid pour
produire une huile riche en oméga-6 et en acides gras, notamment I'acide gamma-linolénique,
reconnus pour leurs effets anti-inflammatoires. Cette huile contribue a réguler diverses
fonctions hormonales et est précieuse pour atténuer les crampes abdominales et les

ballonnements résultant de la rétention d'eau (Mach et al., 2021)

Plusieurs recherches cliniques issues d'une revue de quatre études (dont trois avec un
modele de croisement) ont examiné les effets de I'huile extraite de la plante Oenothera
biennis sur le syndrome prémenstruel (SPM). Certaines de ces études ont révélé des

améliorations des symptdmes du SPM suite a I'utilisation de cette huile. Par exemple, une
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étude a montré une réduction de 60% des symptémes du SPM chez les femmes prenant cette
huile, comparativement a 40% chez celles du groupe placebo. Une autre étude a également
indiqué que I'huile pouvait atténuer des symptémes tels que l'irritabilité, la dépression et les
douleurs mammaires (WHO, 2002).

L'huile d'onagre est souvent vantée pour ses avantages pour la santé féminine, en
raison de sa richesse en acide gamma-linoléique (AGL), un oméga-6. Les études montrent
des résultats variés, mais en général, I'huile d'onagre semble améliorer les symptémes du
syndrome prémenstruel (SPM). Des essais de trois mois avec 1,5 g/j ont réduit la sévérité des
symptdmes du SPM par rapport au placebo. Des durées d'utilisation de six a douze mois,
parfois combinées avec de la vitamine E, ont également montré des bénéfices. L'huile
d'onagre pourrait étre particulierement efficace contre la mastalgie cyclique. Une carence en
AGL peut rendre les tissus mammaires plus sensibles aux hormones féminines, provoquant
douleurs et tension. Une étude a comparé l'efficacité de 500 mg d'huile d'Oenothera biennis
deux fois par jour a celle du danazol, un médicament pour réduire les douleurs mammaires,
montrant des résultats similaires. Les effets secondaires étaient moins fréquents avec I'huile
d'onagre qu'avec le danazol (Novokowsky, 2020).

3.3. Borago officinalis L:

3.3.1. Généralités

Borago officinalis, également connue sous le nom de starflower, est une plante
annuelle appartenant a la famille des Boraginacées. Elle est originaire des régions
méditerranéennes (Asadi-Samani et al, 2014). La famille des Boraginacées comprend
environ 100 genres et regroupe 2000 espéces d' arbustes, d'arbres, de plantes herbacées et de
lianes. Ces plantes sont réparties dans les régions tropicales, subtropicales et tempérées sur
les cing continents. Elles sont prisées pour leur utilisation comme plantes ornementales et en

raison de leurs propriétés médicinales(Evans, 2009).

3.3.2. Principaux constituants actifs

Borago officinalis renferme environ 11 % de mucilage, lorsqu’il est hydrolysé, il
produit le glucose, le galactose et Il'arabinose. D'autres constituants de cette plante
comprennent l'allantoine, des tanins (pouvant aller jusqu'a 3 %), de I'acide silicique, ainsi que

des acides et du nitrate de potassium (Smet, 1993).
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L'extraction des graines est réalisée par pression a froid, produisant une huile qui
représente de 13 % a 33 % du contenu. Cette huile est principalement constituée de
glycérides d'acides gras insaturés. Plus précisement, elle contient une proportion significative
d'acide oléique (17 % a 19 %), classé parmi les acides gras oméga-9, ainsi que d'acide
linoléique (37 % a 39 %). L'huile contient également des acides gras saturés, tels que l'acide
palmitique (9 % a 12 %) et l'acide stéarique (3 % a 4 %) (Smet, 1993; Rachel et al., 2010;
Schnebelen, 2006).

L’huile de graines deBorago officinalis est I'une des sources végétales les plus riches
en acides gras oméga-6, sous la forme de l'acide gamma-linolénique (GLA), avec une
proportion élevée allant de 30 % a 40 %. L'acide GLA est fréquemment utilisé comme
complément alimentaire et en prescription pharmaceutique pour diverses affections, dont les
maladies cardiaques, le diabete, I'anémie, les douleurs menstruelles et en tant

qu’antipyrétique (Yaghmour, 2021; Dolores et al., 2016).

L'huile extraite des graines de Borago officinalis renferme également des éléments
secondaires qui jouent un réle significatif. Parmi eux, on peut citer les tocophérols, I'acide
phénolique, le d-bornésitol, les stérols, les alcaloides de pyrrolizidine, les flavonoides de
I'acide rosmarinus, les anthocyanines, les saponines, et les terpénoides insaturés. En effet, les
tocophérols présentent également des propriétés antioxydantes, et les especes de bourrache se
distinguent par leurs niveaux élevés de d-tocophérols. De plus, les composés phénoliques
sont également présents dans les graines oléagineuses, et de nombreuses études ont démontré
leurs qualités antioxydantes (Yaghmour, 2021).

3.3.4. Propriétés pharmacologiques

L'utilisation médicinale traditionnelle de Borago officinalis a été diverse. Les feuilles
ont été transformées en infusions pour traiter des probléemes tels que la fiévre, la toux, les
maux de gorge et méme comme diurétique. Elles étaient utilisées sous forme de cataplasme
pour apaiser l'inflammation et I'enflure, et d'expectorant. De plus, elles étaient utilisées pour

soulager la dépression (Shahidi, 2006 ).

Actuellement, I'huile de Borago officinalis est mise en avant pour ses multiples
bienfaits. Elle a été utilisée pour abaisser la pression sanguine, inhiber I'agrégation

plaquettaire et améliorer le psoriasis. Elle est également reconnue pour améliorer I'eczéma
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atopique et soulager la séborrhée infantile. Ses propriétés s'étendent méme au contréle de la

douleur liée a I'arthrite.(Kamyar, 2019)

L'huile de Borago officinalis se distingue dans le traitement du syndrome
prémenstruel et se révele spécifique pour les phénomenes allergiques, ainsi que pour les
problemes cutanés et capillaires tels que les cheveux et les ongles. Elle joue un rdle essentiel
dans la préservation de I'élasticité de I'épiderme, la réduction des rides et la lutte contre la
déshydratation cutanée. Elle peut étre transformée en solution oculaire a des fins de
traitement . (Schnebelen, 2006; Smet, 1993).

3.3.5. Effets Thérapeutiques de I'Huile de Borago officinalis et de I'Acide Gamma-

linolénique sur le cycle menstruel et la Régulation Hormonale chez les Femmes

Les crampes menstruelles représentent I'un des problémes les plus fréquents que les
femmes rencontrent, touchant en effet plus de 50% des femmes ayant leurs régles. Ces
crampes peuvent aggraver par la consommation d'aliments riches en acide arachidonique.
Cette substance grasse est utilisée par notre corps pour générer les prostaglandines de la série
deux PGEZ2, qui ont des propriétés pro-inflammatoires et spasmodiques. Dans ce cas, ces
prostaglandines peuvent engendrer des contractions utérines responsables des crampes
menstruelles (Hudson, 2006).

Les suppléments les plus bénéfiques pour atténuer les crampes menstruelles sont ceux
qui favorisent la production de prostaglandines antispasmodiques, notamment la série PGE1
et la série PGE3. Parmi ces suppléments, on peut citer I'nuile de Borago officinalis, qui
renferme des acides gras tels que I'acide linolénique et I'acide gamma-linolénique. Ces acides
gras contribuent a la relaxation des muscles en stimulant la synthése de ces prostaglandines (
Hudson, 2006).

Pendant le cycle menstruel, il se produit une libération d'acides gras omega-6, en
particulier de l'acide arachidonique. Par la suite, cela conduit a une augmentation de la
prostaglandine E2 (PGE2), ce qui provoque des contractions utérines engendrant un manque
d'oxygeéne dans les muscles de I'utérus et entrainant ainsi des douleurs ultérieures. Les acides
gras oméga-3 tels que I'EPA et le DHA entrent en compétition avec les acides gras oméga-6.
Ils favorisent la production des séries PGE-1 et PGE-3, ce qui peut contribuer a atténuer les

contractions utérines et potentiellement réduire la douleur (Hudson, 2006).
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L'huile de Borago officinalis, en raison de sa richesse en acides gras LA et GLA,
présente une approche positive pour influencer de maniére bénéfique la production de
prostaglandines. De plus, elle agit en inhibant les hormones FSH-LH et en maintenant un
¢équilibre des niveaux d'cestrogénes, de progestérone et d'androgenes gonadiques. En outre,
elle posséde des propriétés antiallergiques et antioxydantes. Ces caractéristiques conferent un
avantage significatif pour atténuer les douleurs menstruelles (dysménorrhée) et soulager les

symptomes du syndrome prémenstruel (SPM) (Shahidi, 2006; Hedayat et Lapraz, 2019).
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Matériel et méthodes

La présente étude a pour objectif d'explorer les propriétés phytochimiques ainsi que
les activités biologiques y compris la capacité antimicrobienne, 1’effet anti-inflammatoire et
la toxicité in vivode trois plantes médicinales sélectionnées. Le travail pratique s’est déroulé
durant la période allant du mois d’Avril au mois de Juillet 2023,au niveau des laboratoires

suivants :

e Laboratoire de Génétique, Biochimie et Biotechnologie Végétale (GBBV), a
I’Université Fréres Mentouri Constantine 1 pour effectuer le screening
phytochimique.

e Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt) de Constantine pour mener les tests
de I’activité anti inflammatoire et antibactérienne.

e Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de 1’Activit¢é Microbienne
(LaMyBAM) de I’Université Fréres Mentouri Constantine 1 pour évaluer l'activite
antifongique.

e Animalerie (Biologie Animale), Campus Chaabat Rsas de 1’Université Fréres
Mentouri Constantine 1 pour effectuer les études de toxicité.

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Les graines de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis etBorago officinalisont été

sélectionnées. Ces plantes ont été retenues en raison de leurs bienfaits pour la santé féminine
et de leurs utilisations traditionnelles.
Les échantillons de graines de Vitex agnus-castus et Oenothera biennis ont été acquis au mois
d'Avril aupres de fournisseurs spécialisés dans I'herboristerie traditionnelle. En ce qui
concerne Borago officinalis, elle a été récoltée a I'état frais a partir de campus de I'Université
Fréres Mentouri Constantine 1, Constantine, au mois de Mai. Suite a cette récolte, la plante a
été séchée, préservée a I'ombre et a une température ambiante pendant 7 jours, puis stockée
dans son état séché, a I'abri de la lumiere et de la chaleur.

Les trois plantes ont été écrasées en vue de leur utilisation dans notre étude (Figure 3).
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(Vitex agnus-castus) (Oenothera biennis) (Borago officinalis)

Figure 3: Broyage des échantillons de plantes.

1.2. Les animaux

Les animaux utilisés pour I'évaluation de la toxicité aigué des extraits in vivo sont
des souris femelles de souche Swiss Albinos (Figure 4). Elles ont un poids initial compris
entre 19 g et 33 g et ont été élevées dans I'animalerie du département de Biologie Animale de
la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, a I'université freres Mentouri Constantine 1.

Les souris sont logées dans des cages en plastique ayant un couvercle en acier
inoxydable ou chaque cage regroupe 3 souris. Ils ont libre accés a I’eau et a la nourriture «
type d’aliment standard, fournie par I’Office National des Animaux du Bétail de Ain M’Lila
(ONAB) ».

Avant leur utilisation, les souris subissent une période d’adaptation de deux semaines
au niveau de I’animalerie. La litiere utilisée est de la sciure renouvelée 3 fois par semaine

pour garder le bon conditionnement hygiénique des souris.

|
3

Figure 4: Les souris femelles Swiss Albinos dans les cages .
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1.3. Les souches microbiennes

Deux souches bactériennes ont été utilisées ; gram positif (Staphylococcus aureus) et
gram négatif (Escherichia coli) fournies par le Centre de Recherche en Biotechnologie
(CRBt) de Constantine.

Quatre souches fongiques ont été utilisées dans cette étude, composées de trois
souches de moisissures : Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium sp., et d'une
souche de levure : Candida albicans, fournies par le laboratoire de Mycologie, de
Biotechnologie et de I'Activit¢ Microbienne (LaMyBAM) de I’Université Fréres Mentouri
Constantine 1.

2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits

2.1.1. Préparation des extraits pour le screening phytochimique
e Extraction par macération
Deux procédes d'extraction ont été employés, a savoir I'extraction aqueuse et

I'extraction hydro-méthanolique.

Pour I’extrait aqueux, 30 g de la poudre de chaque plante ont été mélangés avec de

I'eau distillée et introduits dans un erlenmeyer, sous agitation continue pendant 24hrs.

Pour I’extrait hydro-methanolique 30 g de poudre de chaque plante ont été mélangés
avec 100 ml d’un mélange de solvant méthanol-eau (80:20; V/V) puis introduits dans un

erlenmeyer.

e L'extraction est réalisée a température ambiante, a l'abri de la lumiere, et avec
agitation pendant une période de 24 heures afin de permettre une extraction optimale

des composés solubles dans I'eau et le solvant.

e Le mélange a été soumis a une étape de filtration a l'aide d'un entonnoir et un papier

filtre pour éliminer les particules solides et obtenir I'extrait clair.

e L'extrait filtré a été recueilli dans un récipient propre et étiqueté.
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2.1.2. Préparation des extraits pour les testes in vitro et in vivo

2.1.2.1. Préparation des extraits hydro methanoliques

Parmi les différentes techniques d’extraction, nous avons utilis¢ 1’extraction par

macération hydro- méthanolique 80%.

La préparation des extraits hydro-méthanolique pour chaque plante sont mentionnées
dans le tableau ci-dessous (Tableau 6).

Tableau 6: Préparation des extraits hydro-méthanolique pour chaque plante.

Préparation d’extrait Une quantité de 100 g de
hydro-méthanolique de poudre de la plante a éte
Vitex agnus-castus mise dans un bécher d'un

litre, avec I'ajout de 500 ml
d'un mélange de solvant
méthanol-eau (80:20; V/V).

Préparation d’extrait Une quantité de 60g de
hydro-méthanolique poudre de la plante a été
d’Oenothera biennis mise dans un bécher d'un

litre, avec I'ajout de 500 ml
d'un mélange de solvant
méthanol-eau (80:20; V/V).

Préparation d’extrait 60 g de poudre de la plante
hydro-méthanolique de et 500 ml d’un mélange de
Borago officinalis solvant méthanol-eau

(80:20; V/V) sont introduits

dans le bécher de 1 litre.
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L'extraction est réalisée a température ambiante, a I'abri de la lumiere, et avec agitation
pendant une période de 24 heures afin de permettre une extraction optimale des composés
solubles dans le solvant.

Ensuite, I'étape suivante consiste en une filtration a I'aide d'un entonnoir et d'un papier
filtre pour éliminer les particules solides et obtenir I'extrait clair.

2.1.2.2. Evaporation et Séchage des Extraits Hydro-Méthanoliques

Les extraits hydro-méthanoliques issus de chaque macération ont été concentrés a
l'aide d'un évaporateur rotatif Biichi R-210a une température de 40°C pour éliminer les
résidus de solvant. Une fois les extraits bruts secs obtenus par le processus d'évaporation ils
ont été soigneusement raclés pour obtenir une substance concentrée. Ensuite, ils sont
conserveés dans un réfrigérateur a une température de 4 °C, a I'abri de la lumiére, jusqu'a son
utilisation.

2.2. Analyses phytochimiques de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago

officinalis

2.2.1. Analyse qualitative par le screening phytochimique

Le screening phytochimique est une série de tests simples sur les substances naturelles
a base de plantes. Ce criblage permet de détecter la présence de produits appartenant a
différentes classes de composés physiologiquement actifs appelés métabolites secondaires.
Ce sont des tests préliminaires colorimétriques, de solubilité et de précipitations en vue de
mettre en évidence la présence des grands groupes de métabolites secondaires. Dans ce
travail, le screening phytochimique a été réalisé selon le protocole de Cavé (1993).

2.2.1.1. Recherche des flavonoides

Dans un tube a essai, on mélange 2 ml de chaque extrait avec 0,5 ml d'HCL concentré
et 0,5 g de tournure de magnésium. L'apparition d'une coloration rose/rouge au bout de 3
minutes réveéle la présence des flavonoides.
2.2.1.2.Recherche des tanins

On peut détecter la présence de tanins en ajoutant quelques gouttes de FeCI3 (1 %) a 1

ml de chaque extrait. Lorsqu'une coloration bleu-noire apparait, cela indique la présence de
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tanins galliques, tandis qu'une coloration verte/bleue témoigne de la présence de tanins
catéchiques.

2.2.1.3. Recherche des alcaloides

On prépare un melange de 5 ml de chaque extrait avec 1 ml d'une solution diluée
d'H2SO4 (1/2). Deux tubes distincts sont préparées en utilisant deux réactifs différents : I'un
est le réactif de Mayer et l'autre est le réactif de Wagner. Si une turbidité ou un précipité se
forme aprés 15 minutes, indique la présence d‘alcaloides.

2.2.1.4. Recherche des coumarines

Pour détecter la présence de coumarines, une quantité de 1 ml de chaque extrait est
mélangée avec quelques gouttes d'eau distillée dans un tube a essai. Ensuite, un papier imbibé
de NaOH dilué a 10 % est placé sur le dessus du tubequi est ensuite porté a ébullition. Si une
fluorescence jaune apparait sous une révélation UV a une longueur d'onde de 366 nm, cela

indique la présence de coumarines.
2.2.1.5. Recherche des triterpénes

La détection des triterpenes a été réalisée en évaporant 5 ml des extraits, puis en les
dissolvant dans un mélange d'anhydride acétique et de chloroforme (5/5 ; V/V). Quelques
gouttes d'acide sulfurique concentré sont ajoutées. L'émergence d'une coloration verte indique
la présence d'hétérosides stéroidiques, tandis qu'une couleur verte violette révele la présence
des triterpenes.

2.2.1.6. Recherche des saponosides (test de la mousse)

Pour identifier les saponosides, 2 ml de chaque extrait ont été ajoutés a 10 ml d'eau distillée.
Le mélange a été porté a ébullition pendant 30 minutes. 10 tubes ont été préparés selon le
tableau ci-dessous (Tableau 7).

Tableau 7: Volumes d’eau et d’extraits utilisés pour le test des saponosides.

Extrait 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(ml)

L’eau 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
(ml)
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Tous les tubes sont agités avec énergie en position horizontale pendant 15
secondes.nous mesurons la hauteur de la mousse durable dans le 10éme tube.
* Pas de mousse = test négatif.
* Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif.
* Mousse de 1-2 cm = test positif.
* Mousse plus de 2 cm = test trés positif.

2.2.1.7. Recherche des composés reducteurs

On a placé 1 ml de chaque extrait dans un tube, auquel on a ajouté 1 ml d'eau distillée.
Ensuite, vingt gouttes de la liqueur de Fehling ont été introduites, et le mélange a été chauffeé.
L'apparition d'un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

2.3. Les activités biologiques

2.3.1. L’activité anti-inflammatoire de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago

officinalis

e Principe de la réaction
L'activité Anti-inflammatoire in-vitro est déterminée par la méthode de Kandikattu
K, (2013) avec de légeres modifications. Le principe consiste a l'inhibition de dénaturation du
BSA provoquée par la chaleur (72°C) par les extraits. Lorsque les extraits sont présents, ils
empéchent cette dégradation. Cette dénaturation des protéines est liée aux maladies
inflammatoires, et les extraits pourraient aider a éviter ce processus néfaste.
e Préparation des extraits (solution mere) :
Nous avons dissous 16 milligrammes d'extraits dans 1 ml d'eau distillée .
e Préparation de la solution BSA 0,2 % :
0,2 g de BSA est dissoute dans 100 ml de H20.
e Préparation des Echantillons :
Dans cette procédure expérimentale, trois tubes de réaction et un contrdle
négatif sont préparés, chacun recevant 1 ml de solution mére. En paralléle, une série
de tubes de dilution est préparée avec 0,5 ml d'eau distillée dans chacun. Ensuite, 0,5
ml du contenu de chaque tube de réaction initial sont transférés dans les tubes de
dilution correspondants, y compris le contréle négatif. Par la suite, 0,5 ml de BSA
(Albumine Sérum Bovin) sont ajoutés a chaque tube de la série de dilution et au
contrble négatif, suivis de I'ajout d'eau distillee pour compléter le volume de chaque
tube a 1 ml (Figure 5).Trois tubes du contréle positif sont prépares individuellement.
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Dans chaque tube, 0,5 ml de BSA (Albumine Sérum Bovin) est ajouté. Ensuite, 0,5
ml d'eau distillée est également introduit dans chaque tube (Figure 6).

Incubation a 37° C pendant 15 min, puis dans un bain marie a 72°C pendant 5
min. Aprés refroidissement, la turbidité est mesurée a 660 nm dans un

spectrophotomeétre a cuve .

1mL
tube1  tube2 tube 3 SM
U =
0.5mL ( Nt et
[T e I
0.5 mL H20
e—-
-1 1 1
0.5mL / \afi Nt
—
0.5 mL H20
€— +0.5mL BSA
-2 -2 2
0.5mL -/ / -/
=
0.5 mL H20
—
-3 -3 3
0.5mL U N
=
0.5 mL H20
—
r4 -4
0.5mL <‘U L

Figure 5: Etapes de préparation des échantillons .
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Control (-)
\ﬂ\ SM

44— 0.5mL H20

0.5 mL

0.5 mL

0.5mL —— os5mLH20 «——— + 0.5 mL H20

4——— 0.5mL H20

0.5 mL

4 —— 0.5mLH20

0.5 mL

{'—\

Control (+)

7

0.5 mL H20 + 0.5 mL BSA

Figure 6: Etapes de préparation de blanc .

2.3.2. Activité antimicrobienne

2.3.2.1. Activité antifongique de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago
officinalis

L’Utilisation des plantes ou leurs extraits pourrait étre une excellente solution pour
résoudre les problémes de résistance et de toxicité des antifongiques. Ainsi, l'objectif de cette
recherche est d'apporter une contribution a I'étude des propriétés antifongiques des extraits
méthanoliques provenant du Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis.

L'activité antifongique de divers extraits méthanoliques de vitex, Borago et
I'Oenotheraest étudiée sur diverses souches de champignons levuriformes et filamenteux.
e Le principe
Le principe consiste a déposer un disque stérile de 6 mm de diameétre imprégné d’une
quantité bien définie des extraits a tester, a la surface d'une gélose coulée dans une boite de
Pétri et ensemencée avec les moisissures et levures testées. Aprés incubation, la lecture des
résultats se fait par la mesure du diametre (en mm) de la zone claire autour du disque,

appelée: zone d'inhibition (Alloun, 2019).
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e Les étapes de préparation

Préparation du milieu de culture :Nous faisons fondre le milieu de culture Sabouraud dans
un bain-marie a 95°C. Ensuite, nous versons ce milieu dans des boites de Petri et laissons-le
tout refroidir et solidifier sur la paillasse. Nous subdivisions la boite de Petri en trois sections

distinctes, attribuant ainsi une section a chaque extrait .

Sterilisation du matériel : Nous stérilisons les tubes a essai a sec dans le four pasteur et les

disques de papier Whatman de 6 mm dans un autoclave.

Préparation des extraits : Nous avons dissous 100 mg d’extraits de chaque plante dans 1
ml de diméthyle sulfoxyde (DMSO).

Préparation de la suspension fongique : A partir d'une culture de levures agée de 48 heures,
nous réalisons des suspensions troubles en prélevant 3 a 4 colonies bien isolées et identiques.
Ces colonies sont déposées dans 5 ml d'eau physiologique stérile, puis agitées au vortex. Une
premiére lecture de la concentration de la suspension est effectuée a l'aide d'un
spectrophotomeétre en évaluant la transmittance, laquelle devrait se situer entre 0,14 et 0,16 a
une longueur d'onde de 620 nm. Les valeurs comprises dans les intervalles cités ci-dessus

correspondent & une concentration optimale de 107-108 germes/ml .

Si une des valeurs trouvées a la premiere lecture n'est pas comprise dans l'intervalle,
on l'ajuste soit en ajoutant de I'eau physiologique (a 9% de NaCl) si elle est inférieure a la
valeur minimale, ou en ajoutant des colonies si elle est supérieure a la valeur maximale. A
chaque fois une nouvelle lecture de transmittance est réalisée jusqu'a l'ajustement de la

suspension aux valeurs désirées.

Quatre souches fongiques ont été utilisées dans cette étude, se composant de trois souches de
moisissures : Aspergillus Niger, Fusarium oxysporum, Penicillium sp. et d'une souche de

levure : Candida albicans.

Ensemencement et dépot des disques: Nous avons étalé les suspensions fongiques a la
surface de la gélose Sabouraud en utilisant des écouvillons. A 1’aide d’une micropipette et de
cones stériles, on préleve 10 pl des extraits. On dépose chaque quantité prélevée sur le disque
préalablement posé a l'aide d'une pince stérile sur la surface de la gélose ensemencée, on

laisse diffuser pendant 30 minutes. Enfin, on incube a 25°C pendant 48 heures.
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e Lecture des résultats :
-Zones claires autour du disque : présence d’une activité inhibitrice.

-Absence de zones claires autour du disque : pas d’effet inhibiteur (Alloun, 2019).

2.3.2.2. L’activité antibactérienne de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago

officinalis
Meéthode de diffusion sur milieu solide
e Principe

Ce procedé est exécuté conformément au protocole formulé par Biondi et al., (1993).
Le principede ce test réside dans la diffusion des agents antibactériens a diverses
concentrations en milieu solide. Aprés une période spécifiée durant laquelle les composés
antibactériens interagissent avec la souche bactérienne, l'effet du produit antibactérien se
manifeste sous la forme d'une zone d'inhibition qui émerge autour du disque. Selon le
diametre de cette zone d'inhibition, Il'interprétation de la réaction de la souche bactérienne

permet de la classifier comme sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante.
Préparation du milieu de culture

Nous avons employé le Muller-Hinton comme milieu de culture. Pour ce faire, la
gélose a été portée a ébullition jusqu'a ce qu'elle se dissolve intégralement dans un bain-
marie. Ensuite, nous avons versé le milieu de culture ainsi obtenu dans les boites de Pétri, ou

il a été laissé a refroidir.
Stérilisation du matériel

Les tubes a essai que nous avons employés pour la préparation des solutions
bactériennes ont été initialement stérilisés a sec dans un four Pasteur. De la méme maniere,
les disques de papier Wattman d'un diamétre de 6 mm et la gélose nutritive ont également été

soumis a la stérilisation en utilisant un autoclave.

Préparation des dilutions des extraitsde Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago

officinalis
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Nous avons dissous 100 mg d’extraits de chaque plante dans 1 ml de diméthyle
sulfoxyde (DMSO) . Nous procédons a une serie de dilutions en utilisant trois tubes, chacun
contenant 500 microlitres de DMSO. Dans chaque tube, nous ajoutons ensuite 500 microlitres

pour réaliser les dilutions .
Préparation de I’inoculum

Nous avons cultivé les souches bactériennes dans des milieux nutritifs et les avons
incubées a une température de 37 °C pendant 24 heures. Nous avons veillé a ce que leur
densité atteigne I'équivalent de 0,5 de I'échelle de McFarland. L'ajustement de I'inoculum a
été realisé en ajoutant de la culture en cas de faible densité, ou de I'eau physiologique stérile

en cas de densité excessive .
Ensemencement et dépot des disques

Nous avons étalé les suspensions bactériennes a la surface de la gélose Muller-Hinton
en utilisant des écouvillons. Les disques qui contenaient les extraits (10 pl) ont été placés
délicatement sur la surface de la gélose qui avait été préalablement inoculée, en utilisant des
pinces stériles. De maniére similaire, nous avons utilisé des disques imprégnés de témoins
positifs pour réaliser des antibiogrammes, afin de les comparer avec les résultats des extraits
testés et les disques imprégnés de diméthyle sulfoxyde (DMSQO), qui constitue notre témoin
négatif. Les boites de Pétri ont été incubées pendant 24 heures a une température de 37 °C.
Cette expérience a été répétée trois fois pour chaque extrait et pour chaque espece

bactérienne.
Lecture

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos

d’inhibitions autour des disques.

Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition (Ponce et al., 2003):
- Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm.

- Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.

- Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.
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- Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

2.4. Evaluation in vivo de la toxicité aigué des extraits

La toxicité aigué se réfere a la réaction toxique provoquée par une seule dose
importante d'une substance administrée. Dans le cadre de notre étude, nous avons employé
les extraits hydro-méthanoliques ( 80%) de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago
officinalis pour évaluer cette forme de toxicité.

e Lesanimaux

Pour cette phase d'évaluation de la toxicité aigué des extraits, nous avons employé un
groupe des souris Swiss albinos femelles, agés de 8-10 semaines, et ayant un poids corporel
compris entre 19-33 g, L'élevage des animaux a eu lieu au niveau de 1’animalerie de

I’Université Fréres Mentouri Constantine 1.

Toutes les souris sont traitées et manipulées en conformité avec les directives énoncées
dans le guide de I'OCDE 423.

Les animaux ont été répartis en plusieurs lots et conservés dans des cages avec copeaux

et d’une porte étiquette ou sont mentionnés le nom du lot.

Les souris sont soumises pendant 7 jours a une période d’adaptation avant chaque
expérimentation ou elles ont un acces libre de la nourriture et de I'eau du robinet a volonté.
L'alimentation des souris dans cette expérimentation se présente sous forme de croquettes
contenant les éléments suivants : 14 % d'humidité, 49,5 % de glucides, 14 % de protéines
brutes, 3,5 % de lipides, 5 % de cendres et 1 % de complexe minéral-vitaminique.

2.4.1. Etude de la toxicité aigué des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et

Borago officinalis chez les souris (tests précliniques)

La toxicité aigué des extraits provenant des trois plantes étudiées a été évaluée sur huit

souris femelles non gestantes et nullipares.
e Mode opératoire
Le protocole consiste a suivre les étapes suivantes

A. Répartition des souris en lots

44



Matériel et méthodes

Les souris ont été réparties en trois groupes distincts dans trois lots. Elles sont pesées et
marquées juste avant I’administration des extraits. En utilisant leur poids a jeun pour calculer
la quantité d’extrait a administrer. Chaque groupe a recu une dose unique de I'extrait par voie

orale.
B. Préparation des doses pour chaque extrait

La concentration est en fonction du poids des animaux, du volume a injecter et de la
dose. Les concentrations des trois extraits sont préparées extemporanément et les extraits sont
dilués dans 1’eau physiologique stérile (NaCl 0,9%) respectivement en fonction de la

concentration désirée. (Figure 7).
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Figure 7: Préparation des doses pour la toxicité
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C. Administration des extraits

Les souris ont eté soumises a un jelne de 16 heures avant le debut de I'expérience, tout
en ayant acces a l'eau. L'administration des substances testées a été réalisée par voie orale
apres un jedne de 3 a 4 heures, pendant lequel les souris n'avaient pas acceés a I'eau (Figure
8).

Figure 8: Administration des doses par voie orale

D. Etude observationnelle

Selon le protocole de (Saleem et al., 2017), pendant la période de suivi, les souris ont
fait I'objet d'une surveillance attentive pendant les 48 premiéres heures aprés l'administration
des extraits, et ensuite une fois par jour pendant 14 jours. Au cours de cette période,
différents signes de toxicité, tels que les tremblements, la somnolence, les douleurs, la
modification de la peau, convulsions, sédation, la masse, le toilettage, la respiration, I’aspect
des selles, la mobilité ainsi que le décés, ont été soigneusement relevés et enregistrés .
(Tableau 8).
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Tableau 8: Etude de la toxicité aigué des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera

biennis et Borago officinalis

Extraits - Hydro méthanolique 80%
Doses (mg/kg p.c) - 2000 mg/kg
Voie d’administration - Orale
Parameétres détermineés chez les souris - Signes de toxicité
- Mort
Analyses - Biochimiques
- Histologiques

Aprés le 14eme jour, les comportements des souris ont été enregistrés et des analyses
biochimiques et histologiques ont été également réalisées.

2.4.2. Analyses biochimiques

L'analyse biochimique a été investiguée a la fin de la période d'expérimentation. Les
échantillons de sang ont été recueillis dans des tubes d'héparine puis centrifugés a 3000 tr/min
pendant 10 min. Le sérum est récupéré puis conservé au froid (4 °C) en vue des analyses
biochimiques (Figure 9).

Les parametres biochimiques plasmatiques : glycémie, urée, créatinine, cholestérol totale

et triglycérides ont été mesurés.
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Figure 9: Le prélevement des échantillons de sang.

2.4.3. Etude histologique

La dissection est effectuée au niveau de l'animalerie de I’Université Fréres Mentouri
Constantine 1 (Figure 10), et les organes prélevés (foie, reins et poumons) issus de chaque
extrait ont été immeédiatement fixés dans une solution de formol & 10 % pendant une durée de
24 heures (Figure 11).

Ensuite, ces organes fixes ont été utilisés pour réaliser des analyses histologiques

approfondies.

Figure 10: La dissection des souris.
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Figure 11: Les organes des souris

Les coupes histologiques ont été réalisées au sein de laboratoire d’analyse médicale

NIHA a Annaba, a I’aide d’un microtome. Le diamétre des coupes est de 0,4 um.

L’éosine et I’hématoxyline sont utilisés pour la coloration. La coloration permet de
reconnaitre les différents tissus et structures (coloration topographique) mais aussi leur nature
(coloration histochimique). Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes doivent
d’abord subir une réhydratation. Celle-ci est effectuée apres déparaffinage des coupes (par la
chaleur et des bains avec un solvant organique) en immergeant les lames dans des bains
d’alcool a degré décroissant (100° - 90° - 70°) pour étre a la fin immergée dans de 1’cau

distillée.
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3. Résultats et discussion

Dans cette section, nous présentons les résultats et leur interprétation issus du screening
phytochimique des extraits de Vitex agnus castus L, Oenothera biennis et Borago officinalis,
ainsi que des tests in vitro et in vivo visant a évaluer leurs effets antibactériens, antifongiques,
anti-inflammatoires, et leur toxicité. Enfin, nous discuterons de I'importance de ces résultats
et de leurs implications pour la recherche médicale et la santé humaine.

1. Rendement d’extraction

Les résultats obtenus des rendements d'extraction par macération hydro-méthanolique
80% varient en fonction de chaque plante.

Le volume d'extrait obtenu suite a la filtration est le suivant

Le Vitex agnus castus L donne un volume de 320 ml, Oenothera biennis donne un volume de

350 ml, et Borago officinalis donne également un volume de 350 ml.

En ce qui concerne la quantité d'extrait sec obtenue aprés évaporation on observe que
pour le Vitex agnus castus L, on obtient 6,21 g,Oenothera biennis fournit 8,95 g et Borago

officinalis donne 8,6 g.

Le rendement en extrait peut varier au sein de la méme espéce en fonction de
I’origine, de la période de récolte de la plante, de la méthode d’extraction ainsi que des
conditions sous lesquelles cette derniere a été effectuée (Lee et al., 2003; Dai et Mumper,
2010; Bouhaddouda, 2016).

2. Analyses phytochimiques
2.1. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter la présence de certains types de
métabolites secondaires existant dans la partie étudiée des plantes par des réactions
qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation

ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés.

Parmi les nombreux groupes de composés dans les plantes, nous avons principalement
examiné les flavonoides, les tanins, les saponosides, les coumarines, les triterpenes et les

composeés réducteurs.
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Les resultats du Screening phytochimique des extraits de V. agnus castus L,
Oenothera biennis et Borago officinalissont regroupés dans les tableaux suivants. Tableau
(9) (10) 11)

Tableau 9: Résultats du Screening phytochimique d’extrait de vitex agnus castus L .

Meétabolites | Solution aqueuse Solution Méthanolique

Secondaire

S

Les + +++

flavonoides

Les tannins | ++ ++

Les — +

Coumarins

Les réactif réactif réactif réactif

alcaloides mayer wagner mayer wagner
+++ +++ + +

Triterpéne | +++ +++

Saponoside | 4cm lcm

Composé ++ ++

réducteur

—: absence ;
+ : présence ;
++ : moyennement présent ;

+++ : fortement présent
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Tableau 10: Résultats du Screening phytochimique d’extrait Borago officinalis .

Métabolites | Solution aqueuse Solution Méthanolique
Secondaire
S
Les + +
flavonoides
Les tannins | ++ ++
Les + —
Coumarins
Les réactif réactif réactif réactif wagner
alcaloides mayer wagner mayer
+ + + +
Triterpéne — —
Saponoside | <0,5cm <0,5cm
Compose +++ +++
réducteur

Tableau 11: Résultats du Screening phytochimique d’extrait d’ Oenothera biennis .

Métabolite | Solution aqueuse Solution Méthanolique
S

Secondaire

s

Les ++ +++

flavonoides
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Les tannins ++ ++

Les + +

Coumarins

Les réactif mayer | réactif réactif mayer | réactif

alcaloides wagner wagner
+ ++ + ++

Triterpéne ++ ++

Saponoside 4cm /

Composé ++ ++

réducteur

L’analyse phytochimique des extraits aqueux et hydro-méthanoliques préparés a partir
des grains de V. agnus castus L, Borago officinalis et Oenothera biennisa révélé la présence
de plusieurs classes de métabolites secondaires. Ces résultats démontrent une grande variété
relative de ces composés dans les extraits étudiés.

Les résultats du screening phytochimique deV. agnus castus L , Oenothera biennis et Borago

officinalisont mis en évidence les observations suivantes:

1. Les résultats du screening phytochimique deV. agnus castus L

L'extrait hydro-meéthanolique présentait une concentration significativement plus
élevée de flavonoides par rapport a I'extrait aqueux. Les tanins galliques ainsi que les
composés réducteurs étaient présents dans les deux extraits. Cependant, les coumarines sont
détectées exclusivement dans I'extrait hydro-méthanolique, tandis qu'elles sont absentes dans
I'extrait aqueux. Les alcaloides sont plus abondants dans I'extrait aqueux que dans I'extrait

hydro-méthanolique. Par ailleurs, les triterpénes sont détectés dans I'extrait hydro-
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méthanolique, et la présence d'hétérosides stéroidiques dans 1’extrait aqueux. Les saponosides
étaient fortement présents dans I'extrait aqueux, se manifestant par la formation d'une mousse
de 4 cm. En revanche, leur présence était moins prononcée dans I'extrait hydro-méthanolique,
provoquant une mousse de 1 cm.

2. Les résultats de screening phytochimique de Borago officinalis

L'extrait de la plante met en évidence la présence de flavonoides, de tanins galliques,
de composes réducteurs et d'alcaloides a la fois dans I'extrait hydro-méthanolique et I'extrait
aqueux. Les coumarines sont spécifiqguement détectées dans I'extrait aqueux, tandis qu'elles
sont absentes de I'extrait hydro-méthanolique. En revanche, les triterpenes et les saponosides
ne sont présents ni dans l'extrait aqueux ni dans I'extrait hydro-méthanolique.

3. Les résultats de screening phytochimique d’Oenothera biennis

L'extrait de la plante a révélé une concentration de flavonoides significativement
supérieure, avec une concentration légérement plus élevée dans I'extrait hydro-méthanolique

par rapport a l'extrait aqueux.

Les tanins galliques, les composés réducteurs, les coumarines ainsi que les alcaloides
sont présents dans les deux extraits, a la fois hydro-méthanolique et aqueux, de la plante. De
plus, I'extrait hydro-méthanolique indique également la présence de triterpénes, tandis que
I'extrait aqueux montre la présence d'hétérosides stéroidiques. Par ailleurs, on observe une
abondance de saponosides dans I'extrait aqueux, avec une formation de mousse dans le tube

dépassant les 4 cm d’hauteur, tandis qu'ils sont absents de 1'extrait hydro-meéthanolique.

Discussion

D'aprés les résultats obtenus on peut conclure que la méthode de maceération hydro-
méthanolique et aqueux soit la plus efficace pour extraire les polyphénols totaux, les tanins,
les alcaloides et les composés réducteurs des trois espéeces V. agnus castus L, Oenothera

biennis et Borago officinalis.
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Ces résultats indiquent la richesse de ces extraits en composés chimiques actifs connus par
leurs diverses activités biologiques,et la capacité potentielle de traiter plusieurs maladies
(Curini et al.,2006; Guil-Guerrero et al.,2006).

En tenant compte des observations de Paris et Moyse (1965) sur les saponines, les
phenols, il nous semble que les différents composes retrouves dans ces plantes pourraient
justifier 1’utilisation de ces dernicres par les tradipraticiens et/utilisateurs comme drogue

végétale.

1. Le Vitex agnus castus.L, renferme divers composants tels que des acides phénoliques et
leurs dérivés, des flavonoides, des tanins, des iridoides ainsi qu'une huile essentielle (Sarac et
al., 2015). On trouve également dans cette plante des alcaloides, des glucosides ainsi que des
acides gras, des acides aminés et des traces de progestérone, notamment
I'nydroxyprogestérone (Antolic et Males, 1997;Du Mee, 1993). Ces composés sont présents
a des concentrations variables dans les différentes parties de la plante.

Globalement, les familles de composés chimiques détectées pour le Vitex dans notre étude
confirment les conclusions des recherches menées par Ganapaty et al, Daniele et al, (2005)
et Christoffel et al, (2002) . De plus, nos résultats concordent avec les études antérieures
réalisées par Kasonia et al, (1991) et Okombe et al, (2010) , qui ont également noté la
présence de ces composes dans le Vitex. Ils sont en outre en accord avec les travaux de Ajiwe
et al, (1998) et Taiwo et al, (1999) portant sur cette plante.

Le Vitex agnus castus, suite a de nombreuses études, présente une composition précisément

définie, comprenant des composants démontrant une activité pharmacologique significative

(Claire, 2018) notamment les iridoides présents dans diverses parties de la plante. Ces
derniers possedent des propriétés antispasmodiques et anti-inflammatoires, agissant
spécifiqguement sur les récepteurs de la progestérone (Allais, 2008; Bruneton, 2009; Hu et
al., 2007) Cette plante est reconnue depuis longtemps pour son efficacité dans le traitement
de divers troubles gynécologiques, particulierement le syndrome prémenstruel, les troubles
menstruels, les problemes liés a la ménopause, ainsi que ses propriétés hormonales. Il
posseéde également des caractéristiques chimiopréventives, immunomodulatrices,
cytotoxiques, tumorales, antimutagénes, insectifuges, larvicides, favorisant la cicatrisation
des fractures, ostéogéniques, antinociceptives, opioidergiques, antiépileptiques, préventives

contre la maladie du foie gras non alcoolique, le stress oxydatif et des activités anti-
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inflammatoires ce qui en fait un élément prometteur dans le domaine de la santé (Niroumand
et al, 2018).

2. Pour ce qui est de Borago officinalis, les études de Soroshzadeh et al. (2008) en Iran, ainsi
que celles de Chaouche Afif (2015) en Algerie, ont également mis en évidence la présence
de tanins, d'alcaloides et de flavonoides dans la Bourrache. Ces résultats sont en accord avec

ceux notés lors de notre étude.

Les recherches convergent vers la présence d'alcaloides, de tanins, de glucides, de
flavonoides et d'acides organiques dans la bourrache, ce qui confirme nos propres résultats.
En médecine populaire, cette plante est connue pour de nombreuses vertus thérapeutiques:
expectorante, tonique, galactagogue, agissant aussi contre la toux, la fievre et la dépression
(Barnes et al., 2007). Par ailleurs, Gilani et al. (2007) ont révélé que cette plante médicinale
possede un éventuel effet pharmacologique représenté par une activité spasmolytique
importante, qui peut s’exercer au niveau des appareils cardiovasculaire, respiratoire et gastro-
intestinale via un mécanisme antagoniste avec les ions de calcium. Cette multitude d’effets
s’explique essentiellement par la richesse de cette plante en divers composés, en particulier

en acide gras (Gupta et Singh, 2010).

La famille des Boraginaceae est lI'une des ressources les plus connues des acides gras.
Plusieurs études ont été menées sur la combinaison d'acides gras disponibles dans I'huile de
graines d'especes de Boraginaceae. La quantité d'acide linoléique, ALA, GLA, SDA et
I’acide érucique est d'une importance particuliére a l'intérieur de cette famille (Velasco et
Goffman, 1999; Eskin, 2008). Ces composants conférent a la bourrache des propriétés anti-
inflammatoires en régulant la production de prostaglandines pro-inflammatoires et en
stabilisant les membranes cellulaires, favorisant ainsi leur souplesse. En outre, ils apportent
un soulagement appréciable pour les douleurs menstruelles et jouent un réle efficace dans

I'équilibre hormonal (Duraffourd et Lapraz, 2002; Lapraz et al., 2017).

3. Par I'évaluation des extraits méthanoliques d'Oenothera biennis, les conclusions de
Timoszuk et al, (2018) appuient nos propres résultats. Ces extraits se distinguent par leur
richesse en composeés phénoliques, acides et flavonoides, en particulier les acides galliques.
IIs renferment également des stérols, des triterpénes et des glucides. L'huile extraite des
graines, représentant environ 20% de la plante, se distingue par sa richesse en acides

linoléique et y-linolénique, ainsi que par son contenu élevé en acides gras, protéines,
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glucides, acides aminés et vitamines. Cette huile d'onagre se caractérise par ses bienfaits
spécifiques chez les femmes, montrant une plus grande efficacité dans les cas de mastoses, de
syndrome prémenstruel et de troubles associés a une hyperprolactinémie, attribuée a I'acide
gamma-linolénique (Arnal-Schnebelen, 2006).

Ces conclusions renforcent nos propres observations, confirmant ainsi I'importance
nutritionnelle et thérapeutique de I'onagre.
3. Les activités biologiques

3.1. L’activité antibactérienne
Evaluation de I’effet antibactérien des extraits de plantes

L’étude qualitative du pouvoir antibactérien des différents extraits de Vitex agnus
castus. L , Oenothera biennis et Borago officinalis L est évaluée sur des souches bactériennes
Gram positives et Gram négatives a l'aide de la méthode de diffusion en milieu gélosé
Mueller-Hinton en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition. Le tableau montre 1’effet
antibactérien avec les diamétres d’inhibition des extraits des plantes étudiées.

Tableau 12: Diamétre d’inhibition des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis
et Borago officinalis sur les différentes souches bactériennes

Les extraits Concentration Escherichia coli Staphylococcus
ATCC 25922 aureus ATCC
35556
Vitex agnus-castus | SM 10 mm 0,1 14 mm 0,0
Y 9 mm 0,2 12 mm 0,0
Ya / 10 mm £0,0
Z / 9 mm 0,3
Oenothera biennis | SM 13.5 mm +0.2 9.5 mm %0,2
%) 12 mm 0.0 6 mm 0,1
Ya 9.5mm +0.0 /
Y 7mm 0.1 /
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Borago officinalis SM / 11.5 mm 0,0
1 / 10 mm 0,0
Ya / 9.5 mm 0,0
Vs / 6 mm +0,6
Témoin + - 21 mm 24 mm
Témoin - - / /

Tableau 13: Résultats de la lecture pour les différentes concentrations des extraits de
Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis sur les différentes souches
bactériennes.

Extrait de biais Extrait de Extrait de Borago

Vitex agnus-castus | Oenothera biennis | officinalis

Staphylococcus
aureusATCC 35556

Escherichia coli
ATCC 25922

SM : solution mere (-1): % (-2) 1 Ya (-3):%

D’aprés (Ponce et al., 2003), les résultats présentés dans le Tableau montrent que les
différents extraits ont des activités antibactériennes de degrés variables contre les deux
souches bactériennes mises en expérimentation. L’activité inhibitrice des extraits a été

identifiée dans une large gamme de concentrations.
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L’extrait de Vitex agnus-castus a été évalué a différentes concentrations (SM, Y%, %,
%) contre Escherichia coli (E. coli) et Staphylococcus aureus (S. aureus). A la concentration
la plus élevée (SM), I'extrait a montré une zone d'inhibition de 10 mm pour E. coli et de 14

mm pour S. aureus.

A la concentration la plus élevée, I'extrait d'Oenothera biennis a montré une zone

d'inhibition de 13.5 contre E. coli, et une zone inhibition de 10,5 mm contre S. aureus.

L’extrait de Borago officinalis n'a montré aucune activité contre E. coli, mais a

montré une zone d'inhibition de 12,5 mm contre S. aureus a la concentration la plus élevée.

Ces résultats suggérent que les extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et
Borago officinalis ont une activité antibactérienne, bien que leur efficacité varie en fonction
de la concentration et de la bactérie ciblée. Les témoins positifs ont montré que les bactéries
étaient sensibles aux antibiotiques utilisés, tandis que les témoins négatifs ont confirmé que le

DMSO n‘avait pas d'effet antibactérien.

Les résultats de notre étude sont en corrélation avec ceux de I'étude menée par (Ratz-
Lyko et al., 2014), qui portait sur I'évaluation des activités antioxydantes et antimicrobiennes
des extraits de gateaux de graines d'Oenothera biennis, Borago officinalis et Nigella sativa.
Leurs résultats ont également confirmé I'activité antibactérienne significative des extraits de
Borago officinalis et d'Oenothera biennis contre les quatre souches bactériennes testées. Plus
spéecifiquement, I'extrait de Borago officinalis s'est révélé particulierement efficace contre
Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis, tandis que I'extrait d'onagre a montré une

forte activité contre Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

Dans une autre étude menée par (Yaghmour et al., 2021), I'efficacité antibactérienne
des extraits de graines et de feuilles de bourrache a été examinée vis-a-vis de Staphylococcus
aureus, une bactérie a Gram positif, ainsi qu'Escherichia coli, une bactérie a Gram négatif.
Les résultats ont révélé que les extraits de graines et de feuilles de Borago officinalis étaient
actifs contre S. aureus, présentant un diametre de zone d'inhibition de 12 mm pour I'huile de
graines. En revanche, aucun effet n'a été observé contre E. coli, ce qui suggeére une résistance
de cette bactérie aux extraits de graines. Cette variation de sensibilité entre les deux types de

bactéries pourrait étre attribuée aux différences dans la structure de leurs parois cellulaires.
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Selon les recherches menées par (Niroumand et al., 2018) pour évaluer l'activité
antibactérienne de I'huile essentielle des graines de vitex agnus castus , il a été constaté que
cette huile possédait des propriétés antibactériennes contre Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa dans une méthode de
diffusion sur disque. S. aureus était I'organisme le plus sensible, et le caryophyllene oxyde a
été identifié comme le constituant le plus important de I'huile essentielle.

3.2. Activité antifongique

Les mesures de I'activité inhibitrice ont été effectuées par la méthode des disques.
Donc les mesures des diameétres des zones d'inhibition ont pour but de mettre en évidence

I'action des trois extraits sur les souches fongiques testées.

A cet effet, une échelle de mesure de I'activité antifongique a été mise par (Ponce et
al., 2003) ,répartissant les diamétres des zones d'inhibition en 04 classes:

- Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm.
- Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.
- Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.
- Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

Etude qualitative des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago

officinalis

Les résultats obtenus relatifs aux diamétres des zones d'inhibition par les trois extraits
en utilisant la méthode de disques sont regroupés dans (tableau 14).

Tableau 14: Diamétre d’inhibition des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis
et Borago officinalis sur les différentes souches fongiques.

Penicillium sp | Aspergillus Candida Fusarium
Niger albicans oxysporum
V agnus-castus / 14 mm 0,2 12mm=0,1 /
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Oenothera 15mm+0,4 9mm+0,1
biennis

Borago 16 mm + 0,00 10mm +0,1
officinalis

Résultats

Au vu des résultats résumés dans le (tableauld), on constate des variations
significatives dans les diametres des zones inhibitrices en réponse aux extraits de Vitex
agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis. Plus précisément, pour Candida
albicans, les zones inhibitrices mesurent 12 mm pour Vitex, 9 mm pour Oenothera biennis et
10 mm pour Borago officinalis. Concernant Aspergillus Niger, les zones inhibitrices sont de
14 mm pour le vitex, 16 mm pour l'onagre et 15 mm pour la bourrache, indiquant une activite
antifongique modérée a forte. En revanche, Fusarium oxysporum et Penicillium sp ne

manifestent pas de zones inhibitrices significatives en réponse a ces extraits.

Ces chiffres illustrent qu'Oenothera biennis et Borago officinalis exercent un pouvoir
inhibiteur notable sur la souche Aspergillus Niger, révélant ainsi une activité antifongique
plus marquee (trés sensible), suivie par le vitex. De méme, sur la souche Candida albicans,
on observe une activité antifongique sensible. Les diamétres des zones inhibitrices reflétent
donc la capacité relative des extraits a entraver la croissance des souches fongiques testées,
laissant supposer l'existence de variations dans leur composition chimique ou dans leur
efficacité face a ces souches spécifiques. Cette disparité en termes d'activité antifongique
pourrait étre attribuée a la présence de composés spécifiques dans chaque extrait.

L'absence de zones inhibitrices pour Fusarium oxysporum et Penicillium sp suggeére,
quant a elle, que ces souches fongiques sont moins sensibles ou résistantes aux composés
contenus dans les extraits devitex, onagreet bourrache, du moins dans les concentrations

testées.
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Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Eidi et al., 2014), qui ont réalisé
une étude comparative de l'activité antifongique de la bourrache (Borago officinalis) et des
feuilles de Camellia sinensis (thé vert) contre diverses souches d'Aspergillus et de Candida.
Les effets antifongiques des extraits ont été détermines par des méthodes de diffusion du
disque. Leurs résultats ont montré que l'extrait de Borago officinalis a présenté l'activité
antifongique la plus élevée contre A. niger avec un diamétre de zone d'inhibition de 5 mm et
I'effet le plus faible contre C. krusei, C. dubliniensis, A. fumigatus et A. flavus. Cette étude
suggeére que Borago officinalis est une source précieuse de composés médicinaux utiles qui

peuvent aider a éviter les effets secondaires des antifongiques.

Dans une autre étude menée par (Barbakadze et al., 2023), cette recherche explore
les activités antimicrobiennes des biopolymeres extraits de six plantes de la famille des
Boraginacées. La meilleure activité parmi tous les biopolymeéres testés a été trouvée pour le
biopolymere des tiges de Borago officinalis contre Trichoderma viride, Penicillium
funiculosum, Penicillium verrucosum var. cyclopie et Candida albicans, avec une
concentration minimale inhibitrice (CMI) de 0,37 mg/mL.

Au cours d'une recherche conduite par (Ambrin et al., 2020), les activités
antimicrobiennes de différents échantillons extraits de solvant de Ziziphus mauritiana var.
spontanea et Oenothera biennis ont été étudiées contre différents microbes. Il est a noter que
l'extrait éthanolique d’Oenothera biennisa révélé une activité antifongique maximale contre
Aspergillus niger, Aspergillus flavus et Aspergillus fumigatus.

Selon les recherches menées par (Maltas et al., 2010) pour I'évaluation des
antioxydants et l'activité antimicrobienne de Vitex agnus-castus L., il a été constaté que la
zone d'inhibition a été mesurée a 11 mm pour Candida albicans a une concentration de 100
mg/ml.

Nos études sont cohérentes avec celles menées par (Bakr et al., 2020) , qui ont
évalué l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle extraite des feuilles de Vitex agnus-
castus a l'aide d'un test de diffusion sur gélose. Les résultats ont révélé que cette huile
essentielle avait un effet particulierement efficace contre Bacillus subtilis et Candida
albicans, avec une zone d'inhibition de 18 mm pour C. albicans. Ces découvertes suggeérent
que I'huile essentielle de Vitex agnus-castus possede une activité anti-candida puissante, ce
qui en fait un candidat prometteur pour I'inclusion dans des formulations pharmaceutiques.

Cette etude avait pour objectif de déterminer les propriétés biologiques (composants

phytochimiques, activité antioxydante et activité antifongique) de I'huile essentielle (HE) de
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Vitex agnus-castus d'origine iranienne. L'activité antifongique a été évaluée contre Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilose, Candida krusei, Candida dubliniensis,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, les espéces de Penicillium et les espéces d'Alternaria.
L'HE obtenue a montré une activité antifongique significative, avec une sensibilité plus
élevée d'Aspergillus niger par rapport aux autres souches fongiques. (Katiraee et al., 2015).
Les résultats suggerent que Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago
officinalis peuvent jouer un rdle important dans I'amélioration des variétés, des
nutraceutiques, des produits bio-pharmaceutiques et des additifs alimentaires en tant
gu'antioxydants naturels rentables. Ce sont des plantes médicinales traditionnellement
utilisees pour le traitement de plusieurs problémes de santé et de symptomes, tels que les
problémes prémenstruels, la dysménorrhée spasmodique, certaines conditions liées a la

ménopause, l'insuffisance lactationnelle et I'acné.

3.3. Activité anti-inflammatoire in vitro

1. Inhibition de la dénaturation thermique des protéines (BSA)

La dénaturation des protéines est bien documentée parmi les causes de 1’inflammation
et la capacité a inhiber cette dénaturation est I'un des mécanismes d’action des anti-

inflammatoires non stéroidiens (Barros et al., 2008; Bagad et al., 2011).

Pour évaluer l'efficacité anti-inflammatoire des plantes étudiées, nous avons utilisé la
méthode qui implique I'utilisation de la protéine BSA (Bovine Sérum Albumine).

Les résultats sont représentés dans la figure 12 ci-dessous.

120.00
/ v / o

/ / £0.00

/- 60.00

/ //-/ ——4—voltaréne
40.00

/ /// ——Ext
2000 d'Oenothera
biennis
- Ext Borago
¥ officinalis L.
0.00

0 pg/ml 31.5 pg/ml 62.5 ug/mil 125 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/mil 1000 pg/mi = Ext Vitex
agnus castus

% d'inhibition

Concentration en ug/ml

Figure 12: Pourcentages d’inhibition de la dénaturation du BSA
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La figure 12 représente la variation du pourcentage de protection vis-a-vis de la
dénaturation thermique du BSA en fonction des différentes concentrations en extraits. Ces
résultats sont comparés a ceux enregistrés pour le voltaréne, considérée dans ce test comme

molécule de référence.

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

voltaréne et par les trois extraits hydro méthanolique des plantes étudiées.

Nos résultats montrent que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation du BSA
pour les trois extraits était inférieur a celui du voltaréne pour toutes les concentrations
utilisées. Pour une concentration de 250 ug/ml, le voltaréne a relevé un pourcentage
d’inhibition maximale de la dénaturation du BSA de 99.23+0.41 %. Concernant les trois
extraits hydro méthanolique des plantes étudiées , pour une concentration 1000 ug/ml, le
pourcentage d’inhibition de la dénaturation du BSA est de 96.99+1.16 % pour D’extrait
deVitex agnus castuset 70.11+1.08 % pour I’extrait de Borago officinalis L. et 72.81+1.18 %

pour I’extrait Oenothera biennis.

Il a été rapporté que certains anti-inflammatoires non stéroidiens tels que le diclofénac
, I'acide salicylique, phenylbutazone et I’indométacine ne se limitent pas a inhiber la synthése
des prostaglandines pro-inflammatoires. lls présentent également un effet protecteur contre la
dénaturation thermique des protéines a un pH physiologique compris entre 6,2 et 6,5
(Ramalingam et al., 2010; Sangeetha et al., 2011). La dénaturation des protéines est un
processus dd a l'altération des liaisons hydrogéne, hydrophobes, électrostatiques et
disulfures, qui conduit a la perte de leurs structures secondaires et tertiaires. La plupart de ces
protéines perdent leurs fonctions biologiques, et induisent la production d'auto-antigénes
provoquant plusieurs dysfonctionnements auto-immunes dont des maladies rhumatismales et
inflammatoires (Mouffouk et al., 2020).

Selon les résultats obtenus, on constate que les extraits de Vitex agnus castus. L ,
Oenothera biennis etBorago officinalis L sont capables de contréler la production d’auto-
antigéne par I’inhibition de la dénaturation des protéines. L'effet inhibiteur sur la dénaturation
de BSA est peut étre attribué a la présence de différents composés bioactifs tels que les

flavonoides et les protéines.
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L'huile d'onagre (HO) présente des propriétés anti-inflammatoires grace a ses esters
d'acides triterpéniques. Ces esters agissent en capturant les radicaux libres et en inhibant la
cyclo-oxygénase(Knorr et Hamburger, 2004; Zaugg et al., 2006).Cet effet anti-
inflammatoire se manifeste également par voie orale : les patients qui consomment de I'HO
constatent une amélioration des lésions cutanées et une augmentation de I'acide dihomo
gamma linolénique, qui est un précurseur de la prostaglandine E1 (PGEL1)(Yoshimoto-
Furuie K et al., 1999).

D'apres les recherches réalisées par(Niroumand et al., 2018), il semble que que les
composeés identifiés dans I'extrait méthanolique de Vitex agnus-castus ont un potentiel anti-
inflammatoire, et en particulier, la casticine montre une efficacité prometteuse pour réduire
I'inflammation pulmonaire en inhibant divers processus inflammatoires, tels que l'infiltration
de cellules immunitaires et la libération de cytokines pro-inflammatoires.

4. Etude in vivo de la toxicité des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et
Borago officinalis chez les souris (tests précliniques)

Nous utilisons l'étude de la toxicité aigué pour déterminer la dose capable de
provoquer la mort des souris selon des criteres spécifiques. Cette analyse nous permet de
calculer la DL50, qui correspond a la quantité de substance provoquant le déces de la moitié
des individus d'une méme espéce soumise a l'expérience, dans une période généralement
courte, allant d'au moins sept jours a un maximum de quatorze jours ainsi que la dose
maximale sans effet toxique (DME) c’est-a-dire la dose la plus élevée pour laguelle aucun
effet toxique n’est relevé par rapport au lot témoin.

4.1. Comportement et signes de toxicité

Le tableau 15illustre les différents comportements observés aprés une administration
orale d’une dose de 2000 mg/kg des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et

Borago officinalis chez les souris.

Les comportements des souris traitées sont enregistrés pendant les 14 jours de
traitement par les extraits deVitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis. Les
résultats n’indiquent aucun signe de toxicité, aucun comportement anormal, ni de mortalité
sont observés a cette concentration (2000 mg/kg).

Tableau 15: Comportements des souris controles et traitees par 2000 mg/kg des extraits
de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis chez les souris.

C : Contrdle ; Str : Souris traitées ; N : normale : A ; Absent ; M : mort ; Vivant
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30min 4h 24h 48h 7] 14 jrs

Observation | C | S | C [ S C S C S C S C S

tr tr tr tr tr Tr

Poids N| N |[N{N N N N N N N N N
Consommati
on aliment

Respiration | N | N [ N | N N N N N N N N N

Tremblement

S

Douleurs AlA|A]|A A A A A Al A A A

Convulsions [ A | A | A | A A A A A A A A A
Changement | A | A | A | A A A A A A A A A
de la peau
Somnolence | A| A | A | A A A A A A A A A
Sédation A|lA|A]| A A A A A A A A A
Coma A|lA|A]| A A A A A A A A A
Vivant/mort [V [ V | V | V \Y/ \Y/ \Y/ \ V \Y \Y \Y

4.2. Changement du poids

Le tableau 16présente les données relatives au poids corporel des souris controles, qui
recoivent de I'eau physiologique, ainsi que des souris traitées avec les extraits deVitex agnus-
castus, Oenothera biennis et Borago officinalis. D'aprés nos résultats, nous remarquons aucun

changement significatif dans le poids des souris.

Tableau 16: Effet des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago
officinalis sur le poids des souris dans le test de la toxicité aigué.

Poids corporels (g)

Groupe 1er jour 7éme jour 14eme jour

Controéle 24,00 + 1,00 28,00+ 1,73 26,00 = 2,00
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Vitex agnus-castus 24,76 +£ 1,02 23,53 +1,41 27,00 £ 1,09
(2000 mg/ kg)

Borago officinalis 23,76 = 1,56 30,23+ 1,87 31,95+ 254
(2000 mg/ kg)

Oenothera biennis 27,00+ 1,12 29,70 £ 0,58 32,03 +1,98

(2000mg/ kg)

4.3. Analyses biochimiques

4.3.1. Effet des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis sur

les fonctions rénales

Le tableau 17 affiche le taux de la glycémie , la créatinine et de 1’urée des souris

apres un traitement par 2000 mg/kg des extraits hydro-méthanolique des grains de Vitex

agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis. D’aprés les résultats, on note

u’aucune variation significative n'a été observée dans les concentrations de glucose a jeun
9

de créatinine, et de l'urée dans le sérum des souris traitées par des extraits hydro-

méthanolique des grains de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis.
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Tableau 17: Effet des extraits des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et
Borago officinalis sur la fonction rénale des souris traitées (2000mg/kg).

Parametre Unité Contrdle | Vitex agnus- Borago Oenothera
castus officinalis biennis
(2000mg/Kg) | (2000mg/Kg)
(2000mg/Kg
)

Glucose g/L 0,9 0,85 0,89 0,9

Créatinine mg/L 2,4 2,1 1,9 1,8
Urée g/L 0,50 0,46 0,43 0,41

4.3.2. Effet des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis

sur le bilan lipidique

Le tableau 18 affiche les résultats du bilan lipidique, deux parametres ont été estimés :

les triglycérides et le cholestérol total. Il ressort de nos résultats qu’il n’y a aucun changement

significatif dans les parametres lipidiques aprés un traitement par les trois extraits.

Tableau 18: Effet des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago
officinalis sur les parametres lipidiques des souris dans le test de la toxicité aigué.

Parameétre Unité Contréle | Vitex agnus- Borago Oenothera
castus (2000 | officinalis biennis
mg/KQ) (2000 (2000mg/Kg)
mg/Kg)
Triglycéride g/L 1,26 1,08 1,12 0,93
S
Cholestérol g/L 1,16 1,03 1,05 0,89
total
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4.3.3. Effet des extraits de Vitex agnus-castus, Oenothera biennis et Borago officinalis
sur les organes

Les résultats obtenus des coupes histologiques des organes (foie,reins et poumon) apres un
traitement par les extraits de Vitex agnus-castus (Tableau 19), Oenothera biennis
(Tableau20)et Borago officinalis (Tableau 21)et les souris contréle, sont présentés dans les

tableaux suivants :

Tableau 19: Coupes histologiques des organes apres un traitement par Extrait de Vitex
agnus-castus et le témoin (GX100)

Organes Témoin Extrait de Vitex agnus- Observation et

castus interprétation

Foie Aucune toxicité
observée

Rein Aucune toxicité

observée
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Aucune toxicité

observée

Tableau 20: Coupes histologiques des organes apreés un traitement par Extrait
d'Oenothera biennis et le témoin (GX10)

Orga Témoin Extrait d'Oenothera biennis Observation et
nes interprétation
Foie Aucune toxicite

observée

Rien Aucune toxicite
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Poum

on

Aucune toxicité

observée

Tableau 21: Coupes histologiques des organes aprés un traitement par Extrait de
Borago officinalis et le témoin (GX100)

Organes Témoin Extrait de Borago officinalis Observation et

interpreétation

Foie A : Congestion
dans les sinusoides

Rien Aucune toxiciteé

vhb LR

', L ,A,}r’s\t

observée
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Poumon

Aucune toxicité

observée
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Discussion

La toxicité se définit comme étant I’ensemble des effets néfastes provoquant des
Iésions morphologiques et fonctionnelles dans un organisme vivant, suite a 1’administration
d’une substance a dose unique relativement élevée ou a des petites doses longtemps répétées

(Hodgson, 2004).

La toxicité d’une substance se refléte généralement sur le foie, le rein et parfois sur les
poumons, en induisant des dégénérescences cellulaires et des nécroses, qui se traduisent par
I’hypotrophie ou I’hypertrophie de ces organes. Pour cette raison, le présent travail consiste a
déterminer 1’effet toxique des plantes sur les souris. Suite a I'administration orale des extraits,
nous avons conduit une analyse approfondie comprenant I'étude histologique et I'analyse

biochimique de ces organes.

Le foie est un organe vital qui joue un r6le central dans la biotransformation des
médicaments, et son fonctionnement normal est évalué par divers enzymes de biomarqueurs

sériques (Olorunnisola et al., 2012).
On sait que le foie est I'organe principal du métabolisme du glycogene. La diminution

de glycogene dans le foie est un resultat commun d'insuffisance hépatique apres des lésions
du foie causées par des composés toxiques. Cette insuffisance hépatique peut provoquer une
augmentation de l'insuline dans le sang, et une reduction consécutive de la teneur en sucre
dans le sang. ce qui est cohérent avec le taux de glucose et du glycogéne dans le foie (Wu et

al., 2005). Dans notre étude, la stabilité du taux de glucose sanguin suggére que les extraits
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de V. agnus castus L, Oenothera biennis et Borago officinalis ne semblent pas influencer la

synthese, le stockage ou la dégradation du glycogene dans le foie.

Il est bien connu aussi que le foie est I’organe clé dans la synthése et I'excrétion du
cholestérol. A cet effet tout type d'obstruction dans le foie, soit intra ou extra-hépatique, va
provoquer une augmentation du taux du cholestérol total dans le plasma (Havel, 1969).
L'administration orale des extraits de V. agnus castus L, Oenothera biennis et Borago
officinalis n'a pas induit de modification au niveau des taux de cholestérol et de triglycérides.
Ces résultats suggerent lI'absence d'effet de ces extraits sur le foie.

L’observation microscopique, des coupes histologiques hépatiques des souris, traitées
avec divers extraits de V. agnus castus L , Oenothera biennis et Borago officinalis, a révelé
un état normal, sans aucun signe de modification hépatique. et 1’'analyse plus approfondie de
ces coupes histologiques n’a montré aucune désorganisation architecturale ou un quelconque
infiltrat lymphocytaire aux niveaux de la veine centro-lobulaire ou de 1’espace porte (absence
de signe d’inflammation).

Ces constatations confirment que lI'administration de ces extraits n'a eu aucun impact nuisible
sur la structure ou la fonction hépatique des souris.

Les reins sont un organe vital tres vulnérable aux composés toxiques en raison du
volume élevé de sang qui circule. lls sont chargés de filtrer divers types de toxines,
susceptibles de s'accumuler dans les tubules rénaux (Akindele et al., 2014). L'urée et la
créatinine sont considérés comme des biomarqueurs sensibles des lésions rénales. Un
biomarqueur rénal élevé est généralement une indication d'une insuffisance rénale. Cela
concerne également les enzymes de la fonction hépatique, puisque le foie et les reins sont les
principaux sites d'élimination des substances dans l'organisme (Gowda et al., 2010). Les
résultats aprés l'administration orale des extraits ont démontré qu'il n'y avait aucun
changement dans les taux de créatinine et d'urée. Cela indique que les extraits de V. agnus
castus L, Oenothera biennis et Borago officinalis n'ont pas d'effet sur la fonction rénale.

Les résultats de I'observation microscopique et de I'analyse des coupes histologiques
rénales des souris traitées avec les différents extraits de V. agnus castus L , Oenothera biennis
et Borago officinalis, ont démontré une architecture rénale conforme a la normale. Aucune
anomalie ou différence significative n'a été observée par rapport au groupe témoin. Ces
constatations indiquent que I'administration des extraits n'a pas provoqué de changements

visibles dans la structure des reins.
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L'examen microscopique et l'analyse histologique des coupes pulmonaires de souris
traitées avec les extraits de V. agnus castus L, Oenothera biennis et Borago officinalis n‘ont
révélé aucune anomalie ou différence significative par rapport au groupe témoin. Ces
observations indiquent que l'administration des extraits n'a pas induit de changements
discernables dans la structure pulmonaire.

L'analyse histologique du foie, des reins et des poumons a confirmé I'absence
d'anomalies hépatiques, rénales ou pulmonaires chez les souris. Ces résultats attestent de
I'absence de toxicité subaigué a cette dose de I'extrait de V. agnus castus L, Oenothera
biennis et Borago officinalis.

Les conclusions de notre étude confirment les constatations rapportées par Ghedira et
Goetz., 2011, indiquent que Oenothera biennis ne présente pas de toxicité a un niveau tel
qu'il serait possible d'atteindre la DL50 chez I'animal. Cela suggére que Oenothera biennis ne

présente pas de risques toxiques majeurs dans les conditions de notre étude.

D'apres Tasset-Cuevas et al. (2013), I'huile de graines deBorago officinalis s'est
avérée non toxique, avec un taux de survie moyen de 80 %. De méme, le GLA a démontré
une non-toxicité a des concentrations entrainant un taux de survie de 99 %.

Une étude suggeére queV. agnus castus Ln'a pas présenté des signes de toxicité. Au
contraire, il semble avoir un effet protecteur en réduisant les dommages pulmonaires,
'eedéme, l'inflammation et les marqueurs biochimiques (Ibrahim et al., 2018). De plus, deux
autres études ne signalent aucun effet indésirable ni toxicité associés a V. agnus castus
L(Kilicdag et al., 2004; Zamani et al., 2011).

Cette étude vise a évaluer la toxicité subaigué des extraits de V. agnus castus
L,Oenothera biennis et Borago officinalissur le foie, les reins et les poumons de souris. Les
observations, les analyses biochimiques et les examens histologiques n'ont révélé aucune
anomalie hépatique, rénale ou pulmonaire. Ces résultats confirment I'absence de toxicité
subaigué pour des doses de 2000 mg/kg, ce qui renforce la justification de leur utilisation

traditionnelle et leur potentielle utilisation dans les bio médicaments
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L'utilisation des plantes médicinales dans la gestion du cycle menstruel est une
tradition ancestrale ancrée dans de nombreuses cultures a travers le monde, remontant a des
siécles. Ces plantes, riches en composés phytochimiques, offrent une alternative naturelle aux
approches pharmacologiques pour atténuer les désagréments liés aux menstruations. Leurs
propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et régulatrices hormonales ont été largement
étudiées, suscitant un intérét croissant. Ceci s'explique en partie par le fait que les plantes
médicinales représentent une source inépuisable de substances bioactives, tandis que les
préoccupations liees aux effets secondaires des médicaments poussent les consommateurs a

rechercher des solutions plus douces pour leur corps.

Dans cette optique, I'objectif de cette étude était de caractériser phytochimiquement et
d'évaluer les activités biologiques et la toxicité de trois plantes médicinales spécifiques, a
savoir Vitex agnus castus L, Borago officinalis L et Oenothera biennis. Le criblage
phytochimique des extraits de ces plantes a permis de mettre en évidence la diversité des
composés chimiques présents, allant des flavonoides aux alcaloides, en passant par les tanins
galliques, les composes réducteurs, les coumarines, les hétérosides stéroidiques et les

saponosides.

En ce qui concerne les activités biologiques, les extraits ont démontré une
remarquable activité anti-inflammatoire, notamment I'extrait de Vitex agnus castus, qui a
affiché un taux élevé d'inhibition de la dénaturation du BSA. De plus, ces extraits ont montré
leur capacité a lutter contre certaines bactéries, telles qu'Escherichia coliet Staphylococcus
aureus, ainsi qu'a présenter une activité antifongique contre Candida albicans et Aspergillus

Niger.

Pour le test de la toxicité aigué réalisé sur des souris femelles avec des doses de 2000
mg/kg des extraits de Vitex agnus castus L, Borago officinalis L et Oenothera biennis, n’a
engendré aucune mortalité. Aucune variation dans la prise du poids des souris n’est constatée.
De plus, les extraits n'‘ont provoqué aucune modification des parametres biochimiques et

aucune indication de toxicité n'a été relevée lors des analyses histologiques réalisées.

Ces découvertes ouvrent des perspectives prometteuses pour le développement des

compléments alimentaires a base de ces plantes en vue d'atténuer les douleurs menstruelles.
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Conclusion

L'ensemble des résultats obtenus dans le cadre de cette étude ne constitue qu'une étape
préliminaire de la recherche. Par consequent, il est souhaitable de poursuivre et d'approfondir

cette recherche a travers des études plus détaillées sur plusieurs aspects notamment clinique.
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Résumé

L’objectif principal de ce travail est 1'étude phytochimique, biologique et toxicologique
de trois extraits hydrométanolique : I’extrait de Vitex agnus castus L, l'extrait Borago

officinalis L et I'extrait Oenothera biennis.

L'analyse phytochimique a révélé la présence de divers groupes de composés,
notamment des flavonoides, des alcaloides, des tanins galliques, des composés réducteurs,
des coumarines, des hétérosides stéroidiques et des saponosides. De plus, nous avons évalué
les activités biologiques de ces extraits, notamment leur capacité anti-inflammatoire et anti
microbiennes. Les résultats ont montré des taux d'inhibition significatifs de la dénaturation du
BSA, avec des pourcentages allant jusqu'a 96,99 % pour I'extrait de Vitex agnus castus, 70,11
% pour l'extrait de Borago officinalis L. et 72,81 % pour l'extrait d'Oenothera biennis. Les
activités antifongiques ont également été observées, avec des zones inhibitrices notables
contre Candida albicans et Aspergillus Niger. En revanche, Fusarium oxysporum et
Penicillium sp n'ont pas montré de réponse significative a ces extraits. En ce qui concerne
I'activité antibactérienne, I'extrait de Vitex agnus-castus a présenté des zones d'inhibition de
(20 mm) pour Escherichia coli et (14 mm) pour Staphylococcus aureus a la concentration la
plus élevée. L'extrait d'Oenothera biennis a montré une zone d'inhibition de (13,5 mm) contre
E. coli et (10,5) mm contre S. aureus & la concentration maximale, tandis que I'extrait de
Borago officinalis L a manifesté une activité contre S. aureus avec une zone d'inhibition de
(12,5 mm), bien que non active contre E. coli. Ensuite dans le but d'évaluer I'effet potentiel
des extraits de Vitex agnus castus L, Borago officinalis L et Oenothera biennis, des analyses
de toxicité in vivo ont été effectuées sur des souris femelles, administrées a une dose
maximale de 2000 mg/kg. Ces études ont révélé I'absence de déces, de variations de poids
significatives et d'altérations des parametres biochimiques. De plus, I'observation
histologique des organes testés a confirmé l'absence totale d'effet toxique lié a ces trois
plantes. En effet, les résultats de nos travaux nous incitent a nous orienter davantage vers
l'utilisation des plantes médicinales pour le développement d’un complément alimentaire

pour la gestion des troubles menstruels.

Les mots clés : Vitex agnus castus L , Borago officinalis L , Oenothera biennis |,

activités antimicrobiennes , activités anti-inflammatoire

96



Abstract

The main objective of this work is the phytochemical, biological and toxicological
study of three hydrometanolic extracts: Vitex agnus castus L, Borago officinalis L and

Oenothera biennis.

Phytochemical analysis revealed the presence of various groups of compounds,
including flavonoids, alkaloids, gall tannins, reducing compounds, coumarins, steroidal
heterosides and saponosides.In addition, we evaluated the biological activities of these
extracts, notably their anti-inflammatory and anti-microbial capacity. The results showed
significant inhibition rates of BSA denaturation, with percentages of up to 96.99% for Vitex
agnus castus extract, 70.11% for Borago officinalis L. extract and 72.81% for Oenothera
biennis extract. Antifungal activities were also observed, with notable inhibitory zones
against Candida albicans and Aspergillus Niger. In terms of antibacterial activity, Vitex
agnus-castus extract showed inhibition zones of (10 mm) for Escherichia coli and (14 mm)
for Staphylococcus aureus at the highest concentration. Oenothera biennis extract showed a
zone of inhibition of (13.5 mm) against E. coli and (10.5) mm against S. aureus at the highest
concentration, while Borago officinalis L extract showed activity against S. aureus with a
zone of inhibition of (12.5 mm), although not active against E. coli. In order to assess the
potential effect of Vitex agnus castus L, Borago officinalis L and Oenothera biennis extracts,
in vivo toxicity tests were carried out on female mice, administered at a maximum dose of
2000 mg/kg. These studies revealed no deaths, no significant weight changes and no
alterations in biochemical parameters. Moreover, histological observation of the organs tested
confirmed the total absence of toxic effects associated with these three plants. Indeed, the
results of our work encourage us to focus more on the use of medicinal plants for the

development of a dietary supplement for the management of menstrual disorders.

Key words: Vitex agnus castus L , Borago officinalis L , Oenothera biennis ,

antimicrobial activities , anti-inflammatory activities
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Annexe

Annexe:
Screening Nacl
phytochimique Fecl3
NaOH

Chloroforme
Anhydride acétique

Hcl concentré
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Annexe

Activité anti-
inflammatoire

HCL
BSA

Activité
antimicrobienne

Geélose Mueller-Hinton
(MHA)

Milieu Sabouraud
dextrose agar

Geélose Nutritive
Boites de pétries
Solution Mc-Farland
Ethanole

E. colie
Staphylococcus aureus
Candida albicans
Aspergillus Niger
Fusarium oxysporum

Penicillium sp
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Annexe

La toxicité

Formole
Chloroforme
Tubes héppraliné
Tubes Eppendorf
Flacons en verre
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