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Résumé

Résumé

La présente étude a été réalisée pour évaluer les propriétés antimicrobiennes, antioxydantes et
anti-inflammatoires des extraits de la partie aérienne de Salvia verbenaca (ESV) et des
graines de Lepidium sativum (ELS). La quantification des polyphénols et des flavonoides
dans les ESV et ELS a donné des teneurs trés importantes notamment dans la FAc/SV. Les
deux fractions FAc et FCh des deux plantes ont montré une activité antibactérienne puissante
contre 14 souches bactériennes pathogenes, Gram+ et Gram-, soit en termes des DI (09.0 a
27.5 mm) soit en termes des CMI (07.60 et 25.47 mg/ml). Ces deux fractions ont également
exhibé une excellente activité contre la levure C. albicans avec des DI compris entre 24.0 et
26.0 mm. La FCh/LS et FAc/SV ont été les seules actives contre la croissance des
champignons filamenteux testés. Cependant, la FCh/LS a présenté un effet fongicide exprime
par I’inhibition de la germination des champignons pour 10 jours d’incubation. A I’issue des
tests d’activité antioxydante in vitro, les ESV et ELS ont montré un effet scavenger trés
puissant du radical DPPH avec des ICsp de 08.56 & 72.51 pg/ml pour les ESV et de 21.51 a
114.11 pg/ml pour les ELS. Ils ont egalement inhibé I’oxydation du B-caroténe, notamment
les ESV, qui ont marqué des 1% de 78.81 a 84.93 %. Aussi, les ESV et ELS ont exhibé de
puissant pouvoir réducteur du fer marquant ainsi de moindres ECsy, 04.7 & 45.5 pg/ml pour
les ESV et 21.5 a 135.0 pg/ml pour les ELS. Pour la chélation du fer, ’EHM et la FAqQ
(polaires), ont eté plus actifs que les fractions non polaires. D’autre part, les ESV et ELS ont
manifesté d’importante activité contre la lyse induite par I’AAPH, notamment la FAC/LS et la
FAC/SV (HTsp=185.5 et 165.1 min, respectivement). In vivo, I’administration aigtie d’EM/LS
en deux doses, 2 et 5 g/kg du PC n’a produit aucun effet néfaste ou cas de mortalité chez les
souris, tandis que, I’EM/SV était presque toxique avec la dose 5 g/kg. La dose 100 mg/kg
d’EM/SV et d’EM/LS, a induit une amélioration significative de la CA totale du sang et du
plasma des souris. Cette dose a significativement amélioré I’activité CAT et réduis le taux du
MDA dans le tissu hépatique. Enfin, en ce qui concerne I’activité anti-inflammatoire,
I’EM/SV et ’EM/LS ont présenté un bon effet anti-cedémateux, ils ont provoqué des

réductions tres significatives d’épaisseur et de poids d’cedémes par apport au témoin.

Mots clé: propriétés antimicrobiennes; antioxydantes ; anti-inflammatoires, Salvia verbenaca

L., Lepidium sativum L.




Summary

Summary

The present study was conducted to evaluate the antimicrobial, antioxidant and anti-
inflammatory properties of Salvia verbenaca aerial part extracts (ESV) and Lepidium sativum
seed extracts (ELS). Quantification of polyphenols and flavonoids of ESV and ELS gave very
high levels, especially in FAc/SV. FAc and FCh of both plants showed more potent
antibacterial activity against 14 pathogenic bacterial strains, Gram+ and Gram-, either in
terms of DI (09.0 to 27.5 mm) or in terms of MIC (07.60 and 25.47 mg/ml). These two
fractions also exhibited excellent activity against yeast C. albicans with IDs between 24.0 and
26.0 mm. FCh/LS and FAc/SV were active against growth of filamentous fungi tested.
However, FCh/LS exhibited a fungicidal effect expressed by inhibition of fungal germination
for 10 days of incubation. In vitro antioxidant activity tests, showed that ESV and ELS had
more potent scavenger effect of the DPPH radical with 1C50s of 08.56 to 72.51 pg/ml for
ESV and from 21.51 to 114.11 pg/ml. All extracts inhibited p-carotene oxidation, especially
ESV, which 1% ranging from 78.81% to 84.93%. ESV and ELS exhibited strong reducing
power of iron, With ECsy = 04.7 to 45.5 pg/ml and 21.5 to 135.0 pug/ml, respectively. For iron
chelation, EHM and FAq (polar fractions) were more active than nonpolar fractions. Results
showed that ESV and ELS had a significant activity against AAPH-induced hemolysis. In
vivo, acute administration of 2 and 5 g/kg of PC of EM/LS produced no adverse effects or
death in mice, while EM/SV was almost toxic with the dose of 5 g/kg. The 100 mg/kg dose of
EM/SV and EM/LS induced a significant improvement in the total CA of the blood and
plasma of mice. This dose significantly improved CAT activity and reduced the level of MDA
in liver tissue. Finally, with regard to the anti-inflammatory activity, EM/SV and EM/LS
showed a good anti-oedematous effect, they caused very significant reductions in thickness
and weight of edema comparing to the witness.

Key words: antimicrobial properties; antioxidants; anti-inflammatories, Salvia verbenaca L.,

Lepidium sativum L.
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Introduction

Introduction

A nos jours, I'utilisation des plantes médicinales dans le traitement de diverses maladies
devient florissante. Environ 80 % des personnes issues de pays développés utilisent de la
médecine traditionnelle, qui comporte des composés dérivés de plantes médicinales
(Kamatou, 2006). L'Organisation mondiale de la santé (OMS), a signalé que les plantes
médicinales seraient la meilleure source pour obtenir une variété de médicaments efficaces et
moins nocifs (Tawfeeq et Akrayi, 2012). Ce retour aux plantes médicinales a été le seul
refuge et la bonne solution vis-a-vis la diminution de I'efficacité des médicaments et des

antibiotiques synthétiques en plus, de leurs effets secondaires inquiétants.

Au cours des derniéres années, de nombreuses études ont été menées dans différents pays
pour prouver I’efficacité de ces ressources naturelles de médication. De nombreuses plantes
ont donc été utilisées en raison de leurs traits thérapeutiques dus essentiellement & leurs
métabolites secondaires a savoir des composés phénoliques, des huiles essentielles, des tanins,
des terpénoides, des alcaloides et des flavonoides. Parmi ces métabolites, les composés
phénoliques présentent un large spectre d'activités biologiques; antioxydantes, anti-
microbiennes, anti-inflammatoires, anti-allergénes, anti-artériologiques, antithrombotiques,
cardioprotectrices et vasodilatatrices (Balasundram et al., 2006). Les produits végétaux
contenant des constituants phénoliques sont de plus en plus intéressants car ils possédent la
capacité de protéger le corps des dommages causés par le stress oxydatif et par conséquent, le

protéger contre les maladies cardiovasculaires et le cancer (Khalil et al., 2007).

En outre, les composés phénoliques ont in vitro des propriétés antimicrobiennes. De
nombreuses plantes ont été évaluees non seulement pour leur activité antimicrobienne
inhérente, mais aussi pour leur capacité a améliorer I'activité antibiotique ou a renverser la

résistance aux antibiotiques (Tawfeeq et Akrayi, 2012). Les plantes sont donc, une source
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importante de produits antimicrobiens, et la plupart sont efficaces contre divers organismes, y
compris les champignons, les levures, les bactéries, les insectes et les nématodes (Monte et
al., 2014). L’activité antibactérienne des composes naturels est attribuée a leur capacite
d'inhiber la synthése des peptidoglycanes, d’endommager les structures membranaires
microbiennes, de modifier I'hydrophobie de la surface de la membrane bactérienne et aussi de

moduler la détection du quorum (QS), (Monte et al., 2014).

Salvia verbenaca L. (clary sauvage) est une plante aromatique, herbacée durable, plus que
probable indigene des pays méditerranéens et des Tles Canaries et s'est propagée en Europe et
en Asie (Codd, 1985 ; Ben Farhat et al., 2013). Elle appartient au genre Salvia (sauge) qui est
I’un des genres aromatiques et médicinaux les plus importants de la famille des Lamiaceae.
Du nom latin "Salvia", qui signifie guérir, il est clair que ce genre a une réputation historique
dans le traitement des maladies. S. verbenaca nommée "Moulemdhamed" dans la région de
Bordj Bou Ariridj en Algérie et "Elkhayyata” en Tunisie et en Maroc, est utilisée comme un
remeéde efficace dans le traitement des différentes plaies (Khlifi et al., 2006). Egalement, elle
est cultivée dans plusieurs pays principalement pour obtenir des feuilles séchées a utiliser
comme matiere premiére en phytothérapie (Baser, 2000; Ben Farhat et al., 2013). Des études
antérieures ont démontré que cette plante était une herbe avec des effets antimicrobiens,
antioxydants, anti-inflammatoires, antipaludiques, cytotoxiques, anti-cancéreux et

antimycobactériens (Kamatou et al., 2008).

Lepidium sativum L., connu sous le nom de cresson ou Elrashad (habb Elrashad en Algérie),
appartient a la famille Brassicaceae (cruciferae). Elle est considéree comme I'une des
meilleures plantes médicinales dans différents pays africains, ou les graines sont machées
pour guérir les maladies de la gorge, I'asthme, les maux de téte, pour la diurese, dans les
troubles menstruels (Kloos, 1976) et comme un remede contre les tumeurs utérines, les

polypes nasaux et le cancer du sein (Hartwell, 1982). En Arabie Saoudite les graines de L.
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sativum sont couramment utilisées comme fébrifuge, antirhumatisme, diurétique, dans
I’angoisse menstruelle et abdominale. Elles sont également utilisées pour le traitement et la

guérison rapide des fractures osseuses (Ageel et al., 1987; Ahsan et al., 1989).

Malgré le grand nombre des études effectuées sur les activités biologiques des espéces de
Salvia comme sources précieuses de molécules bioactives, il manque des connaissances
satisfaisantes a propos de S. verbenaca. A notre connaissance, il y a moins de rapport sur la
guantification des composés phénoliques ainsi que I'évaluation des activités biologiques soit
de ses extraits bruts ou de ses sous-produits. Aussi, on ne trouve pas dans la littérature des
études sur la toxicité et les effets néfastes de cette plante en plus du manques des études in
vivo concernant ses activités; antioxydantes, anti-inflammatoires, cicatrisante, cytotoxique....
Autrement dit, la littérature révele des travaux limités sur les composés phytochimiques dont
les polyphénoliques et des activités biologiques de S. verbenaca et I’absence des travaux sur
ses activités biologiques et sa toxicité in vivo. D’autre part, néanmoins les graines de L.
sativum sont un peu plus connues que S. verbenaca et elles sont utilisées beaucoup dans la
médecine traditionnelle a travers le monde, la littérature présente des études limitées sur les
composés polyphénoliques et des activités biologiques notamment antioxydantes des graines

de L. sativum soit in vivo ou in vitro.
Donc, notre étude a été entreprise pour les objectifs suivants:

- Evaluer les activités antimicrobiennes des extraits bruts et des fractions en utilisant
différentes techniques a savoir la méthode des disques de diffusion et la méthode des puits de
diffusion sur gélose en plus de la détermination des concentrations minimales inhibitrices par
la méthode des micro-dilutions sur des microplaques. Les extraits ont été appliqués sur onze
souches bactériennes pathogénes ATCC et trois non ATCC, sur la levure Candida albicans

ATCC et sur quatre champignons filamenteux.
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- Evaluer I’activité antioxydante des extraits in vitro par I’utilisation de plusieurs tests
complémentaires: DPPH, [-caroténe/acide linoléique, pouvoir réducteur, chélation des

métaux et inhibition de I’hémolyse induite par I’AAPH.

- Examiner la toxicité par I’administration unique d’extrait méthanolique de chaque plante

chez les souris.

- Evaluer la capacité antioxydante totale du sang et la capacité antioxydante globale du
plasma en suivant les indicateurs enzymatiques et non enzymatiques d’oxydation au niveau

du tissu hépatique des souris.

- Tester I’activité anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique des deux plantes en mesurant
leur capacité a inhiber I’cedeme de I’oreille induit par le phorbol myristate acétate (PMA)

chez les souris.




Partie bibliographique

01. Aspect d’activité antimicrobienne
1. Antibiotiques

1.1. Infections bactériennes

Les infections bactériennes ont un impact important sur la santé publique. Elles peuvent se
produire a n'importe quel site du corps, car tous les organes humains sont sensibles (Doron et
Gorbach, 2010). Les infections peuvent étre causees par la destruction des cellules du corps
par l'organisme ou par la réponse immunitaire du corps a l'infection. Les bactéries sont
transmises a I'nomme par l'air, I'eau, la nourriture ou des vecteurs vivants (Doron et Gorbach,
2010). Les principaux modes de transmission des infections bactériennes sont le contact, l'air,
les gouttelettes, les vecteurs et les veéhicules. Cependant, les mesures préventives ont un
impact considérable sur la morbidité et la mortalité. Ces mesures comprennent entre autres: le
traitement de l'eau, la vaccination des humains et des animaux et des mesures d'hygiéne

personnelle (Doron et Gorbach, 2010).
1.2. Définition et classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances destinées a agir sur les microorganismes indésirables
principalement sur les cellules bactériennes chez les étres humains. La majorité des
antibiotiques actuels sont de nature synthétique ou semi-synthétique mais il y’a certains
d’origine naturelle (Tableau 01). La majorité des antibiotiques naturels transmettent leur effet
antibactérien par inhibition de synthése de la paroi bactérienne et la synthese des protéines
sauf la classe des Rifamycines qui inhibent la synthése de I'ARN (Singh, 2012). Les
antibiotiques synthétiques et semi synthétiques qui sont développés en fonction des « cibles »

de destruction de la cellule bactérienne, peuvent étre classées en quatre selon le (Tableau 01):
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Tableau 01. Classes d’antibiotiques et leurs cibles (Kohanski et al., 2010)

jl'y_pe de Médicament Nature Espéces cibles Voies Cibles
médicament
Fluoroquinolones
N Acide Nalidixique, Espéces aérobies Qram Topoisoméras
Inhibiteurs - ) et Gram-, certains e Il (ADN
X ciprofloxacine, . TR
de la synthése - Synthétique anaérobies a Gram- ex. gyrase), la
\ levofloxacine et . . .
d'ADN . - C. perfringes et M. topoisomérase
gemifloxacine ;
tuberculosis v
Rifamycines
Inhibiteurs Rifamycines, Formes Des especes Gram+ et AD,N
A . i naturelles et polymérase
de la synthese rifampicine et . Gram-, et M.
d'ARN rifapentine semi- tuberculosis . ARN-
syntheétiques dépendante
B-lactamines
Pénicillines
pénicilline,
. I'ampicilline,
Inhlbltegrs I'oxacilline, Naturelles et Especes Gram+ aérobies - .
de synthese . ; . A \ Proteines liant
. Céphalosporines semi- et anaérobies et especes R
des parois fazoli <foxiti héti G la penicilline
cellulaires céfazoline, céfoxitine synthétiques ram-
ceftriaxone, céfépime)
et carbapénemes
(imipénéme)
Glycopeptides et glycolipopeptides
- Unités de
Inhlblteur\s . Naturelles et peptidoglycan
de la synthese Vancomycine; . . . di i
de la paroi teicoplanine semi- Especes Gram-positives | e ( ipeptide
cellulaire synthétiques terminal D-
Ala-D-Ala)
Aminoglycosides
Inhibiteurs Gentamicine, Naturelles et Espéces aérobies Gram+

de la synthese
des protéines

tobramycine,
streptomycine et
kanamycine

semi-
synthétiques

et Gram-, et M.
tuberculosis

Sous-unité 30S
du ribosome

Tetracyclines

Inhibiteurs

Tétracycline et

Naturelles et

Especes aérobies Gram+

Sous-unité 30S

de la syn?hese doxycycline semi- et Gram- du ribosome
des proteines synthétiques
Macrolides
Inhibiteurs - . Naturelles et Espéces aérobies et iy
de la synthese Erythromycine et semi- anaérobies Gram+ et Sous-unite 50S

des protéines

azithromycine

synthétiques

Gram-

du ribosome

Phénicols

Inhibiteurs
de la synthese
des protéines

Chloramphénicol

Naturelles et
semi-
synthétiques

Certaines especes
Gram+ et Gram-, y
compris B. fragilis, N.
meningitidis, H.
influenzae et S.
pneumoniae

Sous-unité 50S
du ribosome
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1- antibiotiques inhibent la synthese d’ADN, 2- antibiotiques inhibent la synthése d’ARN, 3-
antibiotiques inhibent la synthése de la paroi bactérienne et 4- antibiotiques inhibent la

synthése des protéines (Kohanski et al., 2010).

1.3. Effets indésirables des antibiotiques

Un antibiotique, comme tout medicament, expose au risque d’interaction médicamenteuse en
réduisant ou augmentant I’effet d’autres traitements ainsi qu’au risque d’effets indésirables.
Ceux-ci dépendent de la famille chimique (pénicillines, céphalosporines, fluoroquinolones,
macrolides) ou de la molécule elle-méme (moxifloxacine, érythromycine, amoxicilline,
vancomycine) et peuvent étre ou non réversibles: insuffisance rénale, effets sur I’appareil
digestif, tendinites, photosensibilisation (Bevilacqua, 2011). D’autres effets secondaires non
désirés sont lies a I’activite antimicrobienne elle-méme: par son impact sur la flore
bactérienne, I’antibiotique peut favoriser la prolifération de certaines especes qui seront a
I’origine d’infections secondaires. Exemple : les colites pseudomembraneuses a Clostridium
difficile liées a I’utilisation de lincosamides, d’amoxicilline associée a I’acide clavulanique ou,
plus récemment, des fluoroguinolones, notamment la moxifloxacine, des cephalosporines de

troisieme génération et de I’imipenéme (Bevilacqua, 2011).

1.4. Résistance des bactéries aux antibiotiques

L’utilisation excessive des antibiotiques conduit a la sélection des effets deléteres chez les
patients et dans la grande majorité des cas a I’apparition de populations bactériennes
résistantes. Les bactéries peuvent étre intrinséquement résistantes a certains antibiotiques, ou
peuvent acquérir la résistance, soit par mutation, soit par transfert génétique. Le deuxiéme
mode d’acquisition de résistance peut se faire selon trois mécanismes différents dont la

transduction (avec un bactériophage comme vecteur), la transformation (capture d’ADN par
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la bactérie) et la conjugaison (transfert de plasmide d’une bactérie a une autre qui peut étre

d’espece differente) (Baudry et Brézellec, 2006).

Les changements qui peuvent toucher la bactérie réceptrice sont entre autres: 1) des
modifications de la paroi bactérienne qui font cette paroi difficilement attaquée par
I'antibiotique,

2) augmentation de la vitesse des échanges avec le milieu extérieur (absorption dans la cellule
et décharge hors de la cellule), ce qui limite le temps de présence de l'antibiotique et sa
concentration dans la cellule, ou 3) la production d'enzymes qui rendent l'antibiotique

inefficace (Borges-Walmsley et al., 2003; Alvarez-Ortega et al., 2013).

Les recherches récentes sont consacrées a trouver de nouveaux substances a activité
antibactérienne, plus efficaces que les antibiotiques synthétiques, bien acceptées par le corps

humain et sans exercer des effets déléteres sur la santé.

2. Antifongiques

2.1. Infections fongiques humaines

Les champignons et les autres especes microbiennes sont trés répandues dans
I'environnement, y compris le sol, les plantes, les arbres, et méme dans la peau et d'autres
parties du corps humain. La plupart d'entre eux ne sont pas dangereux, méme conférer
certains avantages a I'h6te, étant considéré comme la flore commensale. Malgré que certaines
especes en face a une croissance trop anormale, pourraient devenir nuisibles a I'héte et, en

derniére instance, pourrait compromettre sa vie (Brunke et Hube, 2013).

Les infections fongiques représentent actuellement un des plus graves problémes de santé
publigue dans le monde. Elles occupent le quatrieme rang dans les causes principales

d'infections hématogénes (Tsai et al., 2013). Les mycoses peuvent apparaitre sous la forme
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d’une simple infection superficielle dont les symptémes et les signaux ne sont pas toujours
visibles. Puis, elle s’évolue jusqu’a former des lésions systémiques graves et débilitantes
prospérent tres lentement, la plupart des temps, sans aucune meéfiance par l'individu infecté

(Pierce, 2005; Lupi et al., 2005; Hay, 2006; Tsai et al., 2013).

2.1.1. Facteurs de causalité des infections fongiques

Il existe plusieurs facteurs de causalité qui contribuent a des infections fongiques
opportunistes, certains d'entre eux sont difficiles, voire impossible, d'éviter. Ces facteurs
pourraient étre exogenes ou endogenes. Pollution, tabagisme, certains médicaments, une
mauvaise alimentation, mode de vie sédentaire et des agents inducteurs de stress, sont
quelques exemples de facteurs exogenes (Devasagayam et al., 2004). Cependant, non
seulement ces facteurs externes augmentent la vulnérabilité des organismes a des troubles,
mais aussi des modifications génetiques dans les cellules, une degénérescence, une réduction
de la fonctionnalité des cellules (caractéristique du processus de vieillissement); des dégats
dans les globules blancs, des attaques dans les autres cellules du systéme de défense
organique et la faiblesse du systeme immunitaire, conduisant tous a une diminution de la

capacité a répondre a des organismes envahisseurs (Valko et al., 2007).

2.1.2. Types des infections fongiques

Les maladies fongiques sont généralement des mycoses superficielles, sous-cutanées ou
systémiques, causées par des champignons pathogénes humains filamenteux ou par des
levures (Hart et Shears, 1999). Les principaux pathogenes pour I’homme appartiennent a
I'embranchement des deutéromycetes (Fungi imperfecti), comprenant les genres
Epiderinophyton, Pityrosporum et plus couramment les Candida qui sont des levures

commensales présentes dans toutes les personnes en bonne santé (Hart et Shears, 1999).




Partie bibliographique

A) Mycoses superficielles

Les mycoses superficielles concernent la peau (dermatophyties) et les phaneres (cheveux et
poils: teignes; ongles: onyxis). Elles apparaissent dans toutes les régions du monde et sont
connues sous le nom de dermatophytoses (Pfaller et Sutton, 2006). Les champignons
impliqués sont des dermatophytes (Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton) ou des
levures (Candida, Malassezia furfur, Trichosporon). Ces champignons sont kératinophyles et

ont une affinité pour les cheveux, les poils, la peau et les ongles (Aly, 1994).

B) Mycoses sous-cutanées

Les mycoses sous-cutanées — mycétomes, sporotrichoses, chromoblastomycoses, etc. sont
dues a des champignons saprophytes du sol, incapables de traverser la peau. La transmission
se produit par inoculation traumatique du champignon dans la peau ex. plaie souillée par de la
terre, du bois.... L’agent pathogéne peut rester confiné aux tissus sous-cutanés ou derme,
mais certaines souches sont capables de causer des lésions graves, pouvant affecter les

muscles et les 0s. La encore, I’'immunodéficience est un facteur aggravant (Lupi et al., 2005).

C) Mycoses systemiques

Les infections fongiques systémiques sont plus graves que les types précédents, car les
champignons responsables peuvent se disséminer par les vaisseaux sanguins et lymphatiques
de I’héte, provoguant des blastomycoses, coccidioidomycoses et histoplasmoses. L’incidence
de ces infections invasives a considérablement augmenté ces dernieres anneées,
particulierement a cause de I’augmentation du nombre de patients immunodéprimés
(Levinson, 2006), des patients transplantés et ceux atteints du syndrome d'immunodéficience

acquise (SIDA). Ainsi que, a cause du traitement du cancer par la chimiothérapie et

10
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I'utilisation a long terme des antibiotiques ou des glucocorticoides (Pinto et al., 2007; Onnis et

al., 2009).

Les agents pathogeénes responsables des infections fongiques systémiques comprennent
principalement les especes Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus
fumigatus. Cliniquement, la candidose et I’aspergillose comptent entre 80% et 90% des

infections fongiques systémiques chez les patients immunodéprimés (Onnis et al., 2009).

2.2. Antifongiques disponibles

Les antifongiques sont des substances capables d’inhiber spécifiquement la prolifération de
différents champignons isolés en mycologie médicale et responsables de lésions plus ou
moins graves. Les substances antifongiques utilisées actuellement sont trois types: des
molécules d’origine naturelle, des molécules semi synthétiques et des molécules synthétiques.
Elles agissent sur la cellule fongique soit au niveau de I’enveloppe cellulaire, souvent en
altérant son intégrité, soit au niveau du cytoplasme. Cependant, les cibles privilégiées de la
majorité des molécules antifongiques disponibles (Figure 01) sont: I’acide nucléique, la
synthese protéique, les microtubules et surtout la voie de synthése de I’ergostérol (Odds et al.,

2003).

11
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Equinocandines

Mananes

B-1,3-glucane
B-1,3-glucane

Nikkomycines : Chitine

Qlyénes : Membrane plasmique

s

- - cellulaire]

Sordarines : Synthése protéique
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Figure 01. Les antifongiques et leurs mécanismes d’action sus la cellule fongique (Odds et

al., 2003).
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2.2.1. Molécules antifongiques d’origine naturelle

A) Les polyenes: lls sont fongicides et possedent le plus grand spectre d’activité antifongique
par rapport aux autres agents disponibles (Georgopapadakou et Walsh, 1996). Le plus connu
des polyenes est I’Amphotéricine B (Fungizone), utilisé depuis 1960 comme le chef de file
des antifongiques (Figure 02). Il est un produit naturel d’un actinomycete du sol,

Streptomyces nodusus (Sylvie et Pharm 2003; Nett et Andes, 2016).

L’amphotéricine B exerce son activité par le biais des interactions hydrophobes avec
I'ergostérol de la membrane cellulaire, ce qui perturbe par la suite la perméabilité de cette
derniére. La formation des pores permet I'efflux de potassium, ce qui conduit & la mort

cellulaire (Georgopapadakou et Walsh, 1996; Arikan et Rex, 2001).

Figure 02. Lamphotéricine B (Fungizone)

B) Les benzofuranes: Cette classe est composée d’une seule molécule, la griséofulvine
(Figure 03), isolée en 1939 de Penicillium griseofulvum. Cette molécule perturbe le
métabolisme intracellulaire des cellules fongiques, elle inhibe la synthese des acides
nucléiques et la fonction des microtubules. Elle affecte donc la mitose cellulaire. Son action

sur la paroi fongique s‘accompagne d'anomalies de développement des hyphes terminaux. De
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plus elle rend les cellules kératinisées imperméables a la pénétration des dermatophytes

(Develoux, 2001).

Cl

Figure 03. Structure de la griséofulvine.

C) Les nikkomycines: Ce sont des inhibiteurs compétitifs des enzymes de synthese de la
chitine fongique, isolées a partir de Streptomyces tenda (Vecht-Lifshitz et al., 1992). La

nikkomycine Z est le principal représentant de cette classe d’antifongiques (Figure 04).

0
.
=0
NN  OH
/e
HO OL~ ""OH

OH NH, 0
Figure 04. Structure de la nikkomycine Z.

D) La sordarine: La sordarine (Figure 05) fut isolée d’une souche de Streptomyces sp
(Hauser et Sigg, 1971). Elle inhibe une cible mise en jeu dans la production de protéines

fongiques, appelée facteur 2 de translation/élongation (Dominguez et Martin, 1998).
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Figure 05. Structure de la sordarine.

2.2.2. Molécules antifongiques synthétiques et semi-synthétiques

Le Tableau (02) illustre les différentes molécules antifongiques synthétiques et semi-

synthétiques, leurs différents types, des exemples et leurs modes d’action.

Tableau 02. Différentes molécules antifongiques synthétiques et semi-synthétiques.

Type Antifongiques Exp Mode d’action
Caspofunaine Inhibent la (1.3)-D-glucane
Semi- potungine, synthétase, nécessaire a la formation

synthétiques

Equinocandines

Anidulafungine

des polymeres de glucanes de la paroi

Micafungine fongique (Douglas, 2001).
Inhibiteurs de la squaléne époxydase,
Allvlamines Terbinafine enzyme qui oxyde le squaléne en
y Naftifine squalene-2.3-époxyde (Odds et al.,
2003).
Inhibent I’enzyme C14-a.-
Fluconazole L
Synthétiques \oriconazole déméthylase du cytochrom_e P450,
Azoles responsable de la conversion du
Posaconazole g ] .
lanosteérol en ergostérol (White et al.,
Itraconazole
1998).
5. Il est converti en désoxy-nucléoside
Pyrimidines inhibant la synthése de I’ADN

Fluorocystosine

(Vermes et al., 2000).
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2.3. Les plantes constituent une source précieuse d’antifongiques naturels

La thérapie antifongique actuelle est fréquemment associée a une toxicité élevée. Cette
toxicité est due principalement aux similitudes entre les champignons et les cellules de
mammiferes (Ostrosky-Zeichner et al., 2010; Pierce et al., 2013). Malgré la découverte de
nouvelles molécules et la disponibilité de formulation pour réduire cette toxicité, la recherche
de nouveaux agents antifongiques et la caractérisation de nouvelles cibles sont un besoin
continu (Wiederhold et Patterson, 2015). Les agents antifongiques a rechercher maintenant
sont I’idéals, ils devraient avoir un large spectre d’activité, des structures moléculaires variées

et avec moins d’effets secondaires (Carrillo-Mufioz et al., 2006).

Les plantes peuvent répondre a cette demande du fait de leur capacité de biosynthese
engendrant une grande diversité structurale, et de la permanence de leur exposition aux
attaques fongiques, particulierement en forét tropicale humide. Les plantes constituent une
source precieuse de composés thérapeutiques potentiels: des huiles essentielles, des
flavonoides, des alcaloides, des peptides, des protéines, des glycoprotéines et des tannins, qui
peuvent étre utilisés directement ou comme modeles pour la synthése de nouveaux composés

(Scorzoni et al., 2016).
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02. Aspect d’activité antioxydante

1. Stress oxydatif

Le stress oxydant a été défini par Sies en 1991 comme une perturbation dans le statut
antioxydant/pro-oxydant (Halliwell, 2007). En d’autres termes, le stress oxydant se caractérise
par un déséquilibre entre la production des especes réactives (RS) et les capacités
antioxydantes de I’organisme. Bien que le stress oxydant excessif peut entrainer des
dommages oxydatifs, il est en soi pas nécessairement dommageable et peut étre transitoire et

réversible (Winterbourn, 2015).

1.1. Espéces réactives (RS)

Les espéeces réactives (RS) ou entités oxydantes sont souvent des radicaux libres qui sont des
atomes ou groupes d'atomes ayant un ou plusieurs électrons non appariés sur leurs orbitales
ultrapéripheriques. Ces électrons célibataires ne sont pas compensés ce qui provoque des
déreglements dans leur champs magnétiques, rendant ainsi ces espéces tres instables. Elles
vont alors tenter de récupérer des électrons sur d’autres molécules comme les substrats

biologiques, en les oxydant (Halliwell, 2007).

Il existe majoritairement deux grandes familles d’espéces réactives: les espéces reactives de
I'oxygéne ROS (Reactive Oxygen Species) et les especes réactives d’azote RNS (Reactive
Nitrogen Species) (Wu et al., 2013). Il existe d’autres variétés d’entités oxydantes ou de
radicaux, tel que: les espéces réactives du chlore RCS (Reactive Chlorine Species) comme
I’acide hypochlorique, HOCI (Auberval, 2010), les radicaux centrés du carbone et les

radicaux centres du soufre (Wu et al., 2013).
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1.2. Deux types d’entités oxydantes (RS)

1.2.1. Especes radicalaires

Elles sont soit des radicaux libres ou des métaux de transition qui acceptent des électrons
uniques. Leur nature radicalaire est perdue quand ils réagissent avec une molécule non
radicale, mais ils génerent un substrat radicalaire et une réaction en chaine peut ainsi étre
déclenchée. Les radicaux libres peuvent étre désactivés par réaction avec un autre radical ou
avec un centre métallique de transition (par exemple, le cuivre dans le superoxyde dismutase
SOD) (Winterbourn, 2015). Physiologiquement ce groupe d’oxydants englobe le radical anion
superoxyde (Oz'_), le radical hydroxyle (OH), l'oxyde nitrique (NO), le dioxyde d'azote
(NO,"), et de nombreuses espéces qui peuvent étre générés a partir des substrats tels que les
acides gras polyinsaturés (des peroxyles lipidiques LOQO"), la tyrosine, le tryptophane, et les
résidus de cysteine sous forme de peroxyle RO," (Tableau 04). Ces radicaux libres sont de

plus en plus impliqués dans les maladies humaines (Rao et al., 2011).

1.2.2. Espéces non radicalaires

Ce sont des espéces non radicalaires qui acceptent deux électrons pour donner des produits
non radicales. Ils peuvent étre convertis en radicaux par réaction avec un metal de transition
(Winterbourn, 2015). lls comprennent le peroxyde d'hydrogene (H,0,), I'acide hypochloreux
(HOCI), l'ozone (O3), le peroxynitrate (ONOO), l'acide nitreux (HNO,), le trioxyde de

diazote (N,O3), le peroxyde lipidique (LOOH) (Tableau 03).

18



Partie bibliographique

Tableau 03. Deux types d’entités oxydantes ou espéces réactives (RS) (Rao et al., 2011).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 0,” Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO’ Oxygene singulet 0,
Radical alkoxyle RO’ Peroxyde d’hydrogene H,0,
Radical hydroxyle OH’ Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO’ Peroxynitrite ONOO

1.3. Génération des RS

1.3.1. Génération des ROS

La génération mitochondriale de I’O,™ est la premiere étape dans la formation et la
propagation des autres ROS dans les cellules et les tissus. Elle se déroule pendant le passage
des électrons a travers la chaine mitochondriale de transport des électrons au cours de la
phosphorylation oxydative (Al-Gubory, 2014). La chaine de transport laisse fuir une certaine
proportion d'électrons qui vont réduire partiellement I'oxygene. C'est ainsi qu'environ 2 a 3 %
de I'oxygene subit une réduction monovalente (addition d'un seul électron) conduisant a la
formation du radical superoxyde (02:) (réaction 1) (Tsang et Chung, 2009; Al-Gubory,
2014) : O,+1e — 0, (réaction 1)

Pour protéger les divers composants cellulaires des dommages oxydatifs par I’0," (toxique),
des enzymes telle que la SOD peuvent eliminer entiérement I’0," ou le maintenu a un niveau
de concentration basse. Cette réaction consiste a dismuter I’0," en peroxyde d'hydrogéne

(H,0,) (réaction 2) (Valko et al., 2006; Al-Gubory, 2014) :

2H"+0," +0," — H,0, + O, (SOD réaction 2)
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Le taux d’H,0, issue de la réaction 2 est régulé par des enzymes telles que la catalase (CAT)
et la glutathion peroxydase (GPx). La CAT catalyse la réaction de dismutation d’H,O, en
oxygene et en eau (réaction 3). La GPx catalyse la réaction d'oxydation du glutathion (GSH)
par I’intermédiaire d’H,O, pour former la glutathion oxydée (GSSG) et convertir I’H,O, en

H,O (réaction 4) (Tsang et Chung, 2009; Al-Gubory, 2010):
H,O, + H,0, -2 H,0+ 0O, (CAT réaction 3)
H,0, + GSH — 2 H,0 + GSSG (GPx réaction 4)

Si I’H,0, n'est pas converti par la CAT et la GPx, il peut générer le radical hydroxyle ou
I’anion hydroxyle en présence de cations métalliques tels que le fer ferreux (Fe?*). Cette

réaction dite la réaction de Fenton (réaction 5) (Valko et al., 2006; Tsang et Chung, 2009) :

H,0, + Fe?* — OH + Fe** + OH’" (réaction de Fenton, réaction 5)
1.3.2. Génération des RNS

Le NO" est synthétisé par voie enzymatique a partir d’un atome d’azote de I’acide aminé L-
arginine et d’une molécule d’oxygene (réaction 6). Le NO" peut réagir avec 1’0, et former
le peroxynitrite le plus réactif (ONOQO~) (réaction 7). Ce dernier peut se transformer en
dioxyde d'azote (NO,) et en radical OH' ou carbonate hautement réactifs (CO3") lorsqu'il est
mis a réagir avec H+ ou CO, respectivement (Valko et al., 2006; Tsang et Chung, 2009; Al-
Gubory, 2010) :

2N+ 0, — 2 NO’ (réaction 6)

NO' + 0,” — ONOO" (réaction 7)
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1.4. Sources des RS

1.4.1. Sources endogenes

Les sources endogenes sont intracellulaires, ou les RS sont produites a partir de l'auto-
oxydation ou l'inactivation de petites molécules. Les sites de génération des RS englobent
tous les constituants cellulaires, y compris les mitochondries, les lysosomes, les peroxysomes,
le réticulum endoplasmique, le plasma, la membrane et autres sites dans le cytosol (Machlin

et Bendich, 1987).
A) Xanthine oxydase (XO)

XO est une enzyme clé impliquée dans la formation des ROS, et elle joue un réle majeur dans
le stress oxydatif cellulaire. Cette enzyme catalyse I'oxydation de I'hnypoxanthine en xanthine
et peut en outre catalyser I'oxydation de la xanthine en acide urique (O’Mahony et al., 2013;
Rajendran et al., 2014). Elle est présente dans le sang, les cellules endothéliales et aussi dans
le foie. La localisation cellulaire de la XO est essentiellement cytoplasmique. La production
des ROS par la XO est faible au repos, mais elle joue un rdéle important lors de I’ischemie-

réperfusion (Heunks et al, 1999, Bouzid et al, 2014).
Xanthine+ 20, +H,0 — acide urique +20," + 2H"
B) Cytochromes Pso

Les cytochromes P4so (CYP4s0) sont des enzymes qui catalysent I’hydroxylation de leur

substrat (RH), en utilisant le NADPH comme donneur d’électrons:
RH + O, + NADPH" + H" — ROH + H,0 + NADP"

La majorité des CYPys0 sont localisés dans le réticulum endoplasmique alors que d’autres se

localisent au niveau de la mitochondrie. La réaction catalysée par le CYPy4s0 peut parfois
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conduire a la formation d’O;" lorsque I’O, subit une réduction monovalente (Zangar et al.,

2004).

C) NADPH oxydase

La nicitinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (NADPH oxydase) est une enzyme
membranaire qui catalyse la réduction mono-électronique de I’oxygéne en utilisant le
NADPH ou le NADH comme donneur d’électrons entrainant la formation des radicaux
superoxydes (Bedard et Krause, 2007 ; Maghzal et al, 2012):

NADPH +2 O, > NADP"+H"+2 0,"

1.4.2. Sources exogénes

Les sources exogenes des radicaux libres sont la fumée de tabac, certains polluants, les
solvants organiques, les produits anesthésiques et les pesticides. En dehors de ca, la
transformation de certains médicaments peut générer des radicaux libres intermédiaires
provoquant également des dommages oxydatifs dans les tissus cibles. Aussi, I'exposition aux
rayonnements (UV) peut engendrer la formation des radicaux libres dans les tissus cibles (Rao

etal., 2011).

1.5. Dommages oxydatifs des biomolécules

La plupart de I'oxygene absorbé par les cellules de notre corps est converti en H,O lors de la
respiration mitochondriale. Cependant, moins de 5% de cet oxygene est converti en ROS. Ces
substances sont hautement toxiques dans la nature et si autorisés a accumuler, ils peuvent
détruire toutes les macromolécules des cellules telles que les protéines, les lipides et les
molécules d'ADN nucléaire et mitochondriale, causant un stress oxydatif séveére (Rao et al.,

2011).
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1.5.1. ROS et les lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés (AGPI) sont la cible privilégiée
de l'attaque par les ROS en particulier le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne
sur les carbones situés entre deux doubles liaisons. Ces attaques radicalaires conduisent a la
formation de produits primaires: peroxydes, radicaux libres, diénes conjugués tres instables et
rapidement décomposés en produits secondaires (aldéhydes, alcools, cétones) (Favier, 2003).
Au niveau cellulaire, tous les composants de la cellule sont touchés et tout particulierement
les membranes plasmiques, mitochondriales et lysosomales, modifiant ainsi la fluidité des
membranes et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la
transduction des signaux (Miwa et al., 2008; Cotticelli et al., 2013). L’oxydation peut
concerner aussi les lipoprotéines circulantes aboutissant a la formation de LDL (lipoprotéines
de densité 1égére) oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dép6t lipidique de

la plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires (Favier, 2003; Haleng et al., 2007).

1.5.2. ROS et les protéines

Les ROS ou les radicaux libres non éliminées ou inhibées par le systtme de défense
antioxydante peuvent attaquer différentes biomolécules. Parmi les plus importantes étant les
protéines et les peptides en raison de leur forte concentration dans le cytosol, ainsi que dans le
compartiment extracellulaire. En principe, I'oxydation peut se produire partout dans la
protéine, sur le squelette ainsi que sur les résidus d'acides aminés. Ces réactions impliquent
I'abstraction d'hydrogene, le transfert d'électrons, l'addition, la fragmentation et le
réarrangement, la dimérisation, la dismutation, et la substitution (Favier, 2003; Valko et al.,
2006). Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ROS. Les plus
sensibles sont les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane (Trp), la tyrosine (Tyr) et

I’histidine (His), et ceux contenant du soufre tel que la méthionine (Met) et la cystéine (Cys).
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L’acide aminé le moins réactif est la glycine (Gly) (Davies et al., 1999; Haleng et al., 2007).
Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, anti-
enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus sensibles a l'action des protéases et
notamment du protéasome (Durackova, 2008; Rahal et al., 2014). Certaines protéines oxydées
sont peu dégradées et forment des amas anormaux qui s’accumulent dans les cellules et dans
le compartiment extracellulaire. Ces amas, associés aux lipides, forment les dép6ts de

lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets agés (Favier, 2003; Haleng et al., 2007).

1.5.3. ROS et I’ADN

Les ROS peuvent induire des Iésions oxydatives dans le matériel génétique des cellules. Si
elles n'ont pas été efficacement réparées, ces lésions se traduiront par des mutations
génétiques et de leurs conséquences (Valko et al., 2006). Les lésions oxydatives, peuvent
impliquer I’ADN monobrin et double brin, causant des modifications de bases purines et
pyrimidines, des désoxyriboses et provoquent des liens croisés dans I'ADN (Burton et
Jauniaux, 2011; Charbon et al., 2014). Elles peuvent conduire soit a un arrét ou a une
induction de la transcription, induction des voies de transduction de signaux, des erreurs de
réplication et a l'instabilité génomique (Marnett, 2000, Cooke et al., 2003). Il est rapporté que
I'ADN mitochondrial est plus sensible a I'oxydation que I'ADN nucléaire a cause des points
suivants: (i) dans les conditions physiologiques, les mitochondries convers ~5% d'oxygéne
converti en anion superoxyde, puis en peroxyde d'hydrogeéne; (ii) la capacité de réparation de
I'ADN mitochondrial est limitée, car il manque entiérement d’une fonction de réparation par
excision de nucléotides; (iii) I'ADN mitochondrial n’est pas protégé par les histones (Inoue et

al., 2003).
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2. Antioxydants

Le concept d'antioxydant biologique se référe a toute substance qui, lorsqu'elle est présente a
de faibles concentrations par rapport a celle d'un substrat oxydable, elle retarde ou empéche
I'oxydation de ce substrat de maniere significative (Halliwell et Gutteridge, 1999). Les
antioxydants sont des molécules qui peuvent donner des électrons et / ou des atomes
d'’hydrogéne aux oxydants, ainsi arréter les réactions en chaine et par ce fait ils vont réduire le
stress oxydatif et leur parameétres de dommages cellulaires (Litescu et al., 2010; Wang et al.,
2013; Siti et al., 2015). lls sont classés en antioxydants endogénes qui peuvent étre

enzymatiques et non enzymatiques et en antioxydants exogenes.

2.1. Antioxydants endogenes

2.1.1. Antioxydants endogénes enzymatiques

Les enzymes antioxydantes sont la premiére ligne de défense contre les entités oxydantes.
Leur role est de diminuer la quantité des ROS présentes dans la cellule. Parfois ces enzymes
nécessitent des oligo-éléments (Cu, Zn, Mn, Se, Fe) comme cofacteurs pour pouvoir exercer
leur activité enzymatique (Auberval, 2010). Les enzymes principales sont les superoxydes
dismutases (SOD), la catalase (CAT), les Glutathion peroxydases (GPx) et les Glutathion

réductases (GSR) (Figure 06).
A) Superoxydes dismutases (SOD)

Les SOD constituent la premiére étape enzymatique dans le contrdle de la production
cellulaire d’O,™ et donc dans la protection des cellules contre les ROS en catalysant la
dismutation d’O," en H,0; et en O, (Maurya et al., 2016). Chez I'nhomme, les SOD se
présentent sous trois formes a savoir SOD1 se trouve essentiellement dans le cytoplasme,

SOD?2 située dans les mitochondries et SOD3 qu’est extracellulaire. Cependant, la SOD2
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vient dans la premiére ligne de protection contre le O," produit au cours de la
phosphorylation oxydative (Al-Gubory et al., 2010; Maes et al., 2011). La réaction de

dismutation peut étre représentée comme suit:

20, + 2H" — H,O, + O,

ONOO- "OH

Fe3*
Fenton reaction
L-Arginine IJI]I:J_;> NO Fez+

E SO0D1 2

‘0, W >H,0, I]EII:> H,O + O,

S0D2

GSH P> GSH GSSH

)

CSE ]CBS NADP+*NADPH

U

GePD - ICDH

Cysteine

Figure 06. Vue d'ensemble des voies antioxydantes enzymatiques et non enzymatiques

impliquées dans le contréle des RS dans les systemes biologiques (Al-Gubory, 2014).

B) Catalase (CAT)

La catalase constitue la deuxieme étape enzymatique qui contrdle la production du peroxyde
d’hydrogéne H,0, en catalysant la conversion de ce dernier en H,O et O, (Al-Gubory et al.,
2010). La CAT se trouve essentiellement dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, elle

est formée de quatre chaines polypeptidiques, comportant chacune un groupe héme, ces
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chaines constituent les sites actives de la CAT. Pour catalyser la réaction, I’atome de fer du
groupement héme réalise une coupure hétérolytique de la liaison O-O du peroxyde
d’hydrogéne, ce qui crée une molécule d’eau et un groupement intermédiaire Fe(I\V)=0 tres
oxydant. Ce dernier peut ensuite oxyder une autre molécule de peroxyde d’hydrogéne pour

donner du dioxygéne. Cette réaction est illustrée par les deux demi-équations suivantes:

(1) H20; + Fe(ll)-E — H,0 + O = Fe(lV) - E / ou E représente I’heme de I’enzyme.

(2) H,0; + O = Fe(IV) - E — 05 + Fe(lll) - E + H,0

Réaction entiere: 2 H,0, — 2 H,O + O,

C) Glutathions péroxydases (GPx)

Les Glutathions peroxydases (GPx) constituent une famille d'enzymes divisée en deux
groupes, GPx sélénium (Se)-indépendantes et GPx (Se)-dépendantes (Al-Gubory et al.,
2010). Elles sont présentes dans les liquides extracellulaires (sang) et dans les cellules au
niveau du cytoplasme et des membranes (Auberval, 2010). Les GPx catalysent la réduction du
peroxyde d’hydrogéene (H,0;) en eau (H.0), des hydroperoxydes organiques (ROOH) en
alcools (ROH) et des especes radicalaires en especes non radicalaires, grace a la présence du

glutathion réduit (GSH), selon les mécanismes suivants (Auberval, 2010):

2H;0,+2GSH — 2 H,O + GSSG

ROOH +2 GSH — ROH + H;0 + GSSG

2R*+2GSH — 2RH+ GSSG

D) Glutathion réductase (GSR)

GSR est essentiel dans le cycle redox du glutathion qui maintient la réduction de GSH a des

niveaux adéquats, nécessaires pour le maintien des cellules dans un état réduit. GSR catalyse
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la réduction de la forme oxydée de glutathion (GSSG) en glutathion réduit (GSH) a I’aide du
cofacteur NADPH sous forme réduite (NADPH, H+) provient de I’oxydation du glucose-6-
phosphate en 6-phosphogluconate par la glucose-6-phosphate déshydrogénase, de la voie des

pentoses phosphates (Auberval, 2010; Al-Gubory et al., 2010).

2.1.2. Antioxydants endogénes non enzymatiques

A) Glutathion (GSH)

Le GSH est un tripeptide formé dans le foie par la condensation de trois acides amines, a
savoir I’acide glutamique, la glycine et la cystéine; (y-L-Glutamyl-cystéinyl-glycine). La
synthese de GSH est catalysée séquentiellement, par deux enzymes cytosoliques; la -
glutamyl-cysteine synthétase et la GSH synthétase (Gu et al., 2015; Maurya et al., 2016). Le
GSH est le principal antioxydant endogene produit par les cellules; participe directement a la
neutralisation des ROS, et au maintien des antioxydants exogenes, tels que les vitamines C et
E, sous leurs formes réduites (Rajendran et al., 2014). 1l est intéressant que d'autres thiols par
leur pouvoir d’interagir avec I'oxyde nitrique (NO) et de le neutraliser, en méme temps il
fourni un mécanisme de régulation supplémentaire pour les processus liés aux ROS comme le

s-nitrosylation (Uys et al., 2014; Lushchak, 2014).

B) Acide urique

L'acide urique a prouvé sa capacité a éliminer les radicaux réactifs résultant des processus
déléteres, tels que l'auto-oxydation de I'némoglobine et les peroxydes produits par les
macrophages. C’est un piégeur efficace de lI'oxygéne singulet et des radicaux peroxyles et
hydroxyles, ainsi il protége la membrane érythrocytaire de la peroxydation lipidique. L'acide

urique peut perde leur activité antioxydante dans les milieux lipidiques hydrophobes et
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devenir un oxydant sous I’effet des lipides oxydes, des hydroperoxydes lipidiques et des ions

de cuivre (Pisoschi et Pop 2015).

C) Bilirubine

Au contraire du glutathion hydrosoluble qui protege essentiellement les protéines solubles
dans I'eau, la bilirubine lipophile empéche la peroxydation des lipides membranaires. Malgre,
les quantités de bilirubine qui sont des milliers de fois plus petites que celles du glutathion,
elle peut agir efficacement, en raison du cycle de sa régénération a partir de la biliverdine,
impliquant la biliverdine réductase. En présence de la biliverdine, la bilirubine s'est révélée un
bon piégeur des radicaux peroxyles et a également confirmé sa capacité a diminuer l'influence
mutagene des espéces oxydantes, des hydrocarbures aromatiques polycycliques et des amines

hétérocycliques (Pisoschi et Pop, 2015).

D) Mélatonine

La mélatonine joue un réle important dans les processus antioxydants et neuroprotecteurs,
c’est un antioxydant amphiphile capable de piéger a la fois des espéces oxygénées et azotées
telles que le OH", le O, ou I'ON" (Vielma et al., 2014; Arnao et Hernandez-Ruiz, 2006), et
de présenter une excellente activité protectrice contre le stress oxydatif mitochondrial (Lowes
et al., 2013). Cette hormone et ses métabolites régularisent également les enzymes pro-
oxydantes et pro-inflammatoires telles que I'oxyde nitrique synthase et la cyclooxygénase-2.
Elle peut déclencher le complexe mitochondrial (1), augmentant ainsi la production d'ATP en
limitant le flux d'électrons et empéchant I'ouverture du pore de transition de perméabilité

mitochondriale (Acuna-Castroviejo et al., 2003; Hardeland, 2005).
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E) Coenzyme Q10 (CoQ10)

Le coenzyme Q10 est un antioxydant puissant qui confére la résistance aux dommages
mitochondriales provoqués par les ROS ou RNS et qui peut supprimer la production de
substances pro-inflammatoires, tel que I’expression du géne codant le facteur nucléaire kB

(NFkB) et la production des cytokines pro-inflammatoires (Maes et al., 2011).

2.2. Antioxydants exogénes

2.2.1. Vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique), est l'un des antioxydants exogenes hydrosolubles les plus
répandus (Spector et Johanson, 2014). Elle est un bon scavenger des RS dans les milieux
biologiques, en particulier des radicaux hydroxyles, alcoxyles et d’anions superoxydes, en
formant I'acide semi-déhydroascorbique, et par conséquent, elle empéche la dégradation
oxydative des biomolécules essentielles (Sung et al., 2013; Du et al., 2012). Elle protége
également les phospholipides membranaires des dommages de la peroxydation lipidique, par
le piégeage des radicaux libres dans le cerveau (May, 2012; Pisoschi et Pop, 2015).
L’efficacité de I'acide ascorbique comme antioxydant primaire dans le plasma, a été rapportée
comme la plus grande, suivi par la bilirubine, I'acide urique, la coenzyme Q, et de la vitamine

E (Pisoschi et Pop, 2015).

2.2.2. Vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des activités
biologiques identiques a celles de la famille des tocopheérols. L> a-tocophérol est la forme la
plus active de la classe des tocophérols, sa structure moléculaire comporte une extrémité

hydrophile et une extremité hydrophobe (Singh et al., 2005).
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La vitamine E (a-tocophérol) lutte contre la peroxydation lipidique des membranes cellulaires
et peut arréter la chaine de radicaux libres en formant des dérivés de faible réactivite,
incapables d'attaquer les substrats lipidiques. Ainsi, la vitamine E joue un rdle dans la
préservation de la membrane contre les dommages des radicaux libres promu par les

lipoprotéines de faible densité (LDL) (Pisoschi et Pop, 2015).

2.2.3. Caroténoides

IIs sont majoritairement représentés par la f-carotene, appelée aussi « pro-vitamine A ». La
plupart des caroténoides et vitamine A interagissent avec I’oxygene singlet et ainsi empéchent
I’oxydation de plusieurs substrats comme les acides gras polyinsaturés (Pisoschi et Pop,

2015).

2.2.4. Polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires, d'un poids moléculaire élevé. Ils sont
largement distribués dans le régne végétal (Haslam, 1993). Les polyphénols sont les
antioxydants les plus abondants dans notre alimentation. lls sont capables de piéger les
radicaux libres générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des
agressions de notre environnement (tabac, pollution, infections...). Selon les chercheurs,
I’effet protecteur des fruits, légumes et plantes médicinales vis-a-vis des maladies de
civilisation (maladies cardiovasculaires, diabéte...) serait d’ailleurs lié a la présence de

polyphénols, flavonoides et acides phénoligques, dans ces aliments (Edeas, 2006).
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03. Composés phénoliques (Polyphénols)
1. Définition

Les composés phénoliques ou polyphénols constituent un large groupe de produits naturels
largement distribués dans le regne végetal. Ce sont des métabolites secondaires dérivés des
voies : pentoses phosphate, shikimate et phénylpropanoides dans les plantes (Balasundram et
al., 2006). Ces composés sont d’une importance physiologique et morphologique
considérable chez les végétaux, ils jouent un réle important dans leur croissance, leur
reproduction, leur pigmentation et dans leur mécanisme de défense contre les rayonnements

ultraviolets et les agents pathogenes (Hu et Luo, 2016).

Structurellement, les composés phénoliques comprennent un ou plusieurs cycles aromatiques,
portant un ou plusieurs groupements hydroxyle (-OH), et vont de simples molécules
phénoliques a des composés hautement polymérisées. La plupart des composés phénoliques
d'origine naturelle sont présents sous formes conjuguées; des mono- et des polysaccharides,
liés a un ou plusieurs groupes phéenoliques, et peuvent également se produire sous forme de

dérivés fonctionnels, tels que des esters et des esters méethyliques (Molino et al., 2016).
2. Classes majeures des polyphénols

En fonction du nombre de cycles phénoliques et les propriétés structurelles de liage, les
polyphénols peuvent étre classes en plusieurs catégories, comme indiqué dans le tableau 04.
Parmi ceux-ci, les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins sont considérés comme les

principaux composés phénoliques alimentaires (Balasundram et al., 2006).
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Tableau 04. Classes des composés phénoliques des plantes (Balasundram et al., 2006)

Classes phénoliques Structure
- Composeés phénoliques simples, benzoquinones C6
- Acides Hydroxybenzoiques C6-C1
- Acétophénones, acides phénylacétique C6-C2
- Acides Hydroxycinnamiques, phénylpropanoids C6-C3
(coumarines, isocoumarines, chromones, chromenes)
- Naphtoquinones C6-C4
- Xanthones C6-C1-C6
- Stilbenes, anthraquinones C6-C2-C6
- Flavonoides, isoflavonoides C6-C3-C6
- Lignanes, néolignanes (C6-C3)2
- Biflavonoides (C6-C3-C6)2
- Lignines (C6-C3)n
- Tannins Condenses (proanthocyanidines ou flavolanes) (C6-C3-C6)n

2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont généralement divisés en deux groupes principaux: les acides
benzoiques, contenant sept atomes de carbone (C6-C1) et les acides cinnamiques, comportant
neuf atomes de carbone (C6-C3) (Figure 07). Ces composés existent principalement sous
forme d'acides hydroxybenzoiques et d’acides hydroxycinnamiques qui peuvent se produire

soit sous leur forme libre ou conjuguée (Martins et al., 2011; Garrido et Borges, 2013).

COOH
OH o
R R1 R R1
OH OH

Figure 07. Structure chimique générale des acides hydroxybenzoiques a gauche et des acides

hydroxycinnamiques a droite.
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2.2. Flavonoides

2.2.1. Définition

Les flavonoides sont une classe importante de polyphénols abondamment préesents dans les
légumes, les fruits et différentes plantes; ils sont généralement de couleur jaune. Le chrysine a
été le premier flavonoide isolé en 1814, mais actuellement plus de 4000 flavonoides sont
isolés et identifiés et plusieurs autres sont encore a découvrir (Du et al., 2016). Les
flavonoides sont des composés de faible poids moléculaire, constitués de quinze atomes de
carbone, disposés dans une configuration en C6-C3-C6. Essentiellement, la structure se
compose de deux cycles aromatiques A et B, reliés par un pont de 3-carbones, habituellement
sous la forme d'un noyau hétérocyclique, C (Figure 08). Le cycle aromatique A est dérivé de
la voie d’acétate / malonate, tandis que le cycle B est dérivé de phénylalanine par la voie

shikimate (Balasundram et al., 2006).

Figure 08. Structure chimique générale des flavonoides (Kumar et Pandey, 2013).

2.2.2. Classes majeures des flavonoides

Les variations des modeles de substitution dans I'anneau C donnent lieu aux classes majeures
de flavonoides, a savoir, les flavones, flavonols, flavanols (ou catéchines), flavanones, les

isoflavones et les anthocyanidines, dont les flavones et les flavonols sont les plus largement
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répandues et structurellement diverses. Tandis que, les substitutions dans les cycles A et B
donnent lieu a des différents composés a l'intérieur de chaque classe de flavonoides. Ces
substitutions peuvent inclure I'oxygénation, l'alkylation, la glycosylation, I'acylation, et la

sulfatation (Balasundram et al., 2006; Kumar et Pandey, 2013).

2.3. Tannins

Les tannins sont des composés phénoliques polymérisés, de poids moléculaire élevé et
présentant des propriétés astringentes, qui peuvent provoquer la précipitation des protéines. Ils
peuvent étre subdivisés en tanins hydrolysables et condensés. Les premiers sont des esters de
I'acide gallique, tandis que les seconds (également connu sous le nom de proanthocyanidines)
sont des polymeres de polyhydroxyflavan-3-ol (Figure 09). Une troisieme subdivision, les
phlorotannins constitués entierement de phloroglucinol, ont été isolés a partir de plusieurs
genres d'algues brunes, mais ceux-ci ne sont pas significatifs dans I'alimentation humaine

(Balasundram et al., 2006).

OH

OH

0OH

Figure 09. Exemple d’unité structurelle de base des tanins condensés (Garrido et Borges,

2013).
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3. Activité antioxydante des polyphénols

Les composés phénoliques ont recus beaucoup d'attention pour leurs propriétés antioxydantes
efficaces, et leurs effets benéfiques. Ces antioxydants naturels ont la capacité d'améliorer la
qualité et la stabilité des aliments et peuvent également agir comme nutraceutiques de mettre
fin a des réactions en chaine des radicaux libres dans les systémes biologiques. Donc ils
peuvent offrir des avantages supplémentaires pour la santé humaine et aider a réduire le risque

de nombreuses pathologies (Zhao et al., 2014).

Les mécanismes d'action antioxydante des polyphénols peuvent comprendre (1) la
suppression de la formation des ROS, soit par inhibition des enzymes impliquées dans leur
production tels que la microsomes monooxygénase, glutathion S-transférase, succinoxydase
mitochondrial, NADH oxydase, etc. ou par chélation d'oligo-éléments impliqués aussi dans la
génération de radicaux libres; (2) le piégeage des ROS; et (3) la surexpression ou la protection

des systéemes de défenses antioxydantes (Kumar et Pandey, 2013).

3.1. Relation structure-activité antioxydante des polyphénols (SAR)

L'activité antioxydante des composés phénoliques est due principalement a leur capacité a
piéger les radicaux libres, a donner des atomes d'hydrogéne ou des électrons, ou a chélater des
cations metalliques. Cette activité est déterminée essentiellement par la structure des
composés phénoliques, ce qui est appelé des relations structure-activité (Structure-Activity

Relationships (SAR)) (Balasundram et al., 2006; Kumar et Pandey, 2013).

3.1.1. SAR des acides phénoliques

Dans le cas des acides phénoliques, I'activité antioxydante dépend du nombre et des positions

des groupements hydroxyle (-OH) reliés au groupe fonctionnel carboxylique.
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» L’activité antioxydante augmente avec l'augmentation du degré d'hydroxylation,
comme dans le cas de l'acide gallique tri-hydroxylé, qui montre une forte activité
antioxydante. Alors que, la substitution des groupes hydroxyle en position 3 et 5 par
des groupes méthoxyl (-OCHj3) comme dans le cas de l'acide syringique, réduit

I'activité (Rice-Evans et al., 1995).

CHz

HO COOH CO0H
HO
HO
o]
OH o3
acide gallique acide syringique

> Les acides mono-hydroxybenzoiques avec le groupement -OH en position ortho- ou
para- de la fonction -COOH ne présentent aucune activité antioxydante, mais la méme

chose n’est pas vrai pour I’acide méta-hydroxybenzoique qui est actif (Rice-Evans et

al., 1995).
COOH
COOH COOR
OH
OH OH
a. ortho-hydroxybenzoique a. para-hydroxybenzoique a. méta-hydroxybenzoique

» Les acides hydroxycinnamiques présentent une activité antioxydante plus élevée par
rapport aux acides hydroxybenzoiques correspondants. L’activité plus élevée des

premiers pourrait étre due au groupe CH=CH-COOH, qui assure une plus grande
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capacité de donner I’hydrogene (H) et la stabilisation radicalaire par rapport au groupe

-COOH dans les acides hydroxybenzoiques (Figure 01) (Rice-Evans et al., 1995).

3.1.2. SAR des Flavonoides

L'activité antioxydante des flavonoides dépend fortement de la disposition des groupements
fonctionnels sur la structure nucléaire. Cependant, la configuration, la substitution, et le
nombre total de groupes hydroxyle influent considérablement sur plusieurs mécanismes
d'action antioxydante des flavonoides tels que le piégeage des radicaux libres et la chélation
des ions métalliques. Parmi les cas principaux de la relation structure-activité des flavonoides,

on peut citer les suivants (Balasundram et al., 2006; Kumar et Pandey, 2013) :

() La structure ortho-dihydroxylée (groupe catéchol) du noyau B, entraine une activité plus
élevée car elle confére une plus grande stabilité au radical aroxyl par délocalisation

d'électrons, ou agit en tant que site de liaison pratique pour les métaux de trace (Pietta, 2000).

(1) La présence de groupes hydroxyle (-OH) en positions 3', 4' et 5' du cycle B (un groupe
pyrogallol) a été rapportée pour améliorer I'activité antioxydante des flavonoides par rapport a

ceux qui ont un seul groupe hydroxyle (Pietta, 2000).
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(1) Le remplacement des groupes hydroxyle (-OH) dans le noyau B par des groupes
méthoxyl (-OCH3) altére le potentiel d'oxydo-réduction, ce qui diminue la capacité des
flavonoides a piéger les radicaux libres (Pietta, 2000; Seeram et Nair, 2002).

OCH3

(V1) La double liaison entre C-2 et C-3, conjugué avec la fonction 4-oxo dans I’anneau C
améliore la capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres (Pietta, 2000).

(V) La double liaison entre C-2 et C-3, combiné avec une fonction 3-OH, dans I'anneau C,
améliore aussi la capacité des flavonoides a pieger les radicaux actifs, comme dans le cas
de kaempférol. La substitution de 3-OH conduit a I’augmentation de I'angle de torsion et
la perte de coplanarité et la diminution de I'activité antioxydante par la suite (Seeram et

Nair, 2002).

4. Activité antimicrobienne des polyphénols

Les polyphénols, des flavonoides, des acides phénoliques et des tannins ont recu plus
d'attention en raison de leurs activités antimicrobiennes (Tableau 05). La plupart de ces
composés sont capables de supprimer un certain nombre de facteurs de virulence microbiens

comme l'inhibition de la formation de biofilms, la réduction de lI'adhérence ligands-hote, et la
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neutralisation des toxines bactériennes et montrent un synergisme avec des antibiotiques
(Daglia, 2012). Ces propriétés ont éte utilisées soit pour développer de nouveaux agents de
conservation des aliments a la place des conservateurs synthetiques, ou de développer des
thérapies innovantes pour le traitement des maladies infectieuses, compte tenu de

I'augmentation de la résistance microbienne aux antibiotiques conventionnels.

Guil-Guerrero et al. (2016), ont rapporté que I’activité antimicrobienne des acides
phénoliques est due principalement a la diffusion des acides non dissociés a travers la
membrane, conduisant a l'acidification du cytoplasme et, dans certains cas, a la mort cellulaire
et que les facteurs liés au caractére lipophile tels que le pH, les substitutions cycliques
(groupes hydroxyl et méthoxyl), et la saturation de la chaine latérale sont déterminantes pour

I'activité de ces composés.

L’activité des flavonoides est considerée comme étant due a leur capacité de former des
complexes avec les protéines extracellulaires solubles, ainsi que avec les parois cellulaires
bactériennes, bien que les flavonoides hauts lipophiles puissent perturber les membranes

microbiennes (Guil-Guerrero et al., 2016).

En ce qui concerne les tannins, l'activité antimicrobienne des tanins hydrolysables est bien
connue, ils sont capables de précipiter des protéines et / ou supprimer des cofacteurs
métalliques a travers leur forte affinité pour les ions métalliques, agissant comme une barriere
microbienne (Yamaguchi et al., 2011; Daglia, 2012). Les effets antimicrobiens des tannins
condensés, ont été expliquer par plusieurs mécanismes, telle que la déstabilisation de la
membrane cytoplasmique, la perméabilisation de la membrane cellulaire, l'inhibition des
enzymes microbiennes extracellulaires, des actions directes sur le métabolisme microbien, la
privation des substrats nécessaires a la croissance microbienne, en particulier les

micronutriments minéraux essentiels tels que le fer et le zinc (par la chélation des métaux),
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dont I'épuisement peut sérieusement limiter la croissance bactérienne (Daglia, 2012; Guil-

Guerrero et al., 2016).

Tableau 05. Activités antimicrobiennes des principaux polyphénols et les germes sensibles

(Daglia, 2012).

Polyphénols Activités Germes sensibles
Flavonoides - Antibactérienne | -  Vibrio  cholerae,  Streptococcus  mutans,
- Flavan-3-ol Campylobacter  jejuni,  Clostridium  perfringes,
- Flavonol Escherichia coli, Bacillus cereus, Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus, L. acidophilus, A. naeslundii,
P. oralis, P. gingivalis, P. melaninogenica, F.
nucleatum, K. pneumonia.
- Antivirale - Adenovirus, Enterovirus, Flu virus
- Antifongique -Candida  albicans, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum.
Acides - Antibactérienne | - S. aureus, L. monocytogenes, E. coli, P. aeruginosa.
phénoliques

Tannins Condensés

- Antibactérienne

- Antivirale

- S. mutans, E. coli, S. aureus
- Virus Influenza A, virus herpes simplex type -1
(HSV)

Tannins

Hydrolysables

- Antibactérienne

- Salmonella, Staphylococcus, Helicobacter, E. coli,

Bacillus, Clostridium, Campylobacter, Lysteria.

- Antivirale

- Epstein-Barr virus, Herpes virus HSV -1 et HSV -2

- Antifongique

- C. parapsilosis.
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04. Plantes médicinales

1. Salvia verbenaca Linn de la famille Lamiaceae

Le nom Salvia est dérivé du latin salvare qui signifie «guérir ou étre sir et indemne» en se
référant aux propriétés médicales de certaines espéces (Blumenthal, 2000). Ce genre englobe
environ 900 espéces, répandues dans le monde entier et comprend plusieurs especes
ornementales, culinaires et médicinales parmi eux Salvia verbenaca L. (Kamatou et al.,
2008).

S. verbenaca est une plante herbacée vivace qui peut agrandir jusqu’a 80 cm d’hauteur, mais
habituellement moins de 50 cm. Il s’appelle en Francais sauge-verveine, sauge a feuilles de
verveine ou sauge fausse verveine, en Anglais verbena sage, vervain sage ou wild clary. En
Algérie et exactement dans la Wilaya de Bordj Bou Arriridj il s’appelle Mou Lemdhamed.
Alors que, en Tunisie et en Maroc il est nommé Al-khyyata ou khiyyata (Ben Farhat et al.,

2013 ; Khlifi et al., 2006).

1.1. Classification taxonomique (Judd et al., 2002)

Royaume : Plantes

Sous royaume : Tracheobiontes
Embranchement : Spermatophytes
Division : Magnoliophytes
Classe : Magnoliopsides

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espéece : Salvia verbenaca Linn
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1.2. Description de la plante (S. verbenaca)

- Tiges et feuilles: Les tiges sont quadrangulaires et poilues modérément a densément. Les
feuilles sont portées par paires le long des tiges et sont de forme assez variable (Figure 10).
Elles vont de la forme elliptique & la forme ovale avec des contours dentelés (crénelées), lobés
ou profondément divisées (pinnatisées ou pinnatisectes). Les feuilles inférieures (2.5 a 10 cm
de long et 1.5 a 8 cm de large) sont portées sur des pétioles de 1 a 10 cm de long et dotées de
pointes pointues ou parfois arrondies, tandis que les feuilles supérieures sont plus petites et
stalkless (sessiles). Les feuilles sont également un peu velu (pubescent) avec une texture

superficielle de gréle (DEEDI, 2016).

- Fleurs : sont tubulaires de 7 a 13 mm de long, portées dans des grappes allongées au bout
des branches ou les racémes terminales. Elles sont disposées en verticilles de 6 a 10 au-dessus
de bractées de petites feuilles. Chaque fleur est stalkless (sessile) ou portée sur un pédicelle
trés court jusqu'a 2 mm de long. Ces fleurs ont cing sépales violacés ou verts (de 3.5a 9 mm
de long) moyennement velus. Les sépales sont fusionnés ensemble dans un tube finement
nervuré (tube de calice) qui a un large lobe supérieur a trois dents (la lévre supérieure) et un
lobe inférieur a deux dents plus étroit (la lévre inférieure). Les pétales principalement sans
poils sont également fusionnés ensemble a la base dans un tube (le tube de la corolle). Ils sont
bleus, violets, roses ou de couleur lilas et se séparent également en deux lobes (levre
supérieure et inférieure). La levre supérieure est encapuchonnée, tandis que la lévre inférieure
est a trois lobes. Chaque fleur a également deux étamines et un ovaire surmonté d'un style et
inégalement stigmatisé a deux lobules. La floraison se produit tout au long de l'année

(DEEDI, 2016).
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- Fruits : (le schizocarpe) se divise en quatre segments d'une seule graine (des mericarpes ou
des nutlets) a maturité. Ces «graines» brunes (2-3 mm de long et 1.8-2 mm de large) sont

largement ovales (largement ovoides) et de texture lisse (DEEDI, 2016).

- La racine est longue, fibreuse, et pousse une ou deux tiges gréles, un peu velues, presque
simples, et hautes de 50 cm. Les feuilles sont pétiolées, oblongues, assez glabres, veinées en
dessous, obtuses a leur sommet, fortement crénelées en leur bord, et méme un peu sinuées a
leur base ; elles sont presque pinnatifides dans la variété /2 : les fleurs sont fort petites, a peine
pédonculées, et forment un épi trés-menu ; elles sont d'une couleur bleue (Figure 10), et leurs

verticilles sont un peu écartés. Cette plante croit dans les prés secs et montagneux (DEEDI,

2016).

Figure 10: Aspect morphologique de Salvia verbenaca.

1.3. Composition en polyphénols

Selon Ben Farhat et al., (2013), la détermination qualitative et quantitative des polyphénols
dans I’extrait méthanolique de S. verbenaca évaluée par RP-HPLC couplée a un détecteur
UV multi-longueurs d'onde a révélé un profil chimique composé de 18 composés
phénoliques individuels. Ces composés ont été répartis dans trois classes: 1) sous forme
d'acides phénoliques (acide p-hydroxybenzoique, acide vanillique, acide caféique, acide p-

coumarique, acide férulique et acide rosmarinique), 2) des diterpenes phénoliques (acide
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carnosique, carnosol, méthylcarnosate ) et 3) sous forme de Flavonoides: Flavanones
(naringénine, naringine), flavones (lutéoline, cirsiliol, apigenine, cirsilineol, genkwanine) et

flavone glycosides (apigénine-7-glucoside).

1.4. Utilisation thérapeutique

Le genre Salvia a été utilisé dans la médecine traditionnelle de la Chine, I'Afrique du Sud et
de nombreux autres pays contre diverses maladies infectieuses et inflammatoires, le
paludisme, les gonflements durs, les abces, les tumeurs et le cancer (Khosravi Dehaghi et al.,
2014). Il est rapporté aussi que les especes Salvia ont des effets contre diverses maladies telles
que les troubles respiratoires et gastro-intestinaux, I'hépatite, les maladies cardiovasculaires,
la perte de mémoire, les troubles menstruels, les fausses couches et I'insomnie (Khosravi
Dehaghi et al., 2014). En médecine traditionnelle d’Afrique du Nord, le genre Salvia est l'un
des remedes de plantes les plus populaires. Cependant, la décoction de la partie aérienne était
utilisée comme cholagogue, antiseptique, diurétique et astringent (Khlifi et al., 2006).
Beaucoup d’espéces de Salvia sont utilisées comme tisanes et ardbmes alimentaires, ainsi que

dans les cosmétiques, la parfumerie et I'industrie pharmaceutique (Taarit et al., 2010).

En ce qui concerne S. verbenaca, dans les environs de la wilaya de Bordj Bou Arriridj en
Algérie ainsi que en Tunisie et en Maroc, les feuilles fraiches hachées sont appliquées, en
cataplasme, sur les plaies et les abces vidés pour faciliter leur cicatrisation (Khlifi et al., 2006;
Lahsissene et al., 2009). Il est mentionné aussi dans le catalogue des plantes aromatiques et
médicinales du Haut Atlas Oriental, que le décocté des feuilles de S. verbenaca, est
consommeé pour traiter les spasmes, les coliques, I’anxiété et que la tisane des feuilles peut

étre utilisée pour traiter la frigidité, grippe, pharyngite, Angines.
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2. Lepidium sativum Linn de la famille Brassicaceae

Lepidium sativum Linn. (L. sativum) est une précieuse plante a des feuilles comestibles, un
proche parent des plantes du genre Brassica (moutarde, colza et chou), représentants de la
famille Brassicaceae (anciennement Cruciferae). Il a un godt caractéristique, chaud (piquant),
et un ardbme proche du poivre noir. Ses précieuses propriétés nutritionnelles ne sont
conservées gque pendant une courte période dans la phase des jeunes pousses (Michalczyk et

al., 2011).

Dans certaines régions, L. sativum est connu sous le nom, de cresson de jardin (Garden
Cress), cresson de poivre de jardin, herbe poivrée, poivre de mouton ou poivre de I’homme
pauvre (Prajapati et al., 2014). Il est également connu dans les pays arabes sous le nom, de
Rashad (Al-Yahya et al., 1994), ELRshad (Abuelgasim et al., 2008) ou Hab-Rchad (Chatoui
et al., 2016) et comme Asaliyo ou Chandrasoor dans les langues locales en Inde (Prajapati et

al., 2014).

2.1. Origine et répartition géographique du L. sativum

L'origine exacte de L. sativum est inconnue, mais on pense qu’il provient principalement de la
région montagneuse de I'Ethiopie et de I'Erythrée, tandis que le sud-ouest de I'Asie et I'Europe
occidentale sont considérées comme des centres secondaires d'origine. La culture de cresson
était déja connue de l'antiquité en Gréce et en ltalie et peut-étre aussi en Egypte. Il a été
consommeé en Perse avant méme que le pain ait été connu. Actuellement, L. sativum ou le
cresson est cultive dans le monde entier, y compris la plupart des pays africains, I’Amérique
du Nord et certaines parties de I'Europe. En Inde, il est cultivé presque tout au long couvrant

différentes zones agro-climatiques (Prasad et al., 2012, Wadhwa et al., 2012).
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L. sativum peut étre cultive a toutes les altitudes, tout au long de I'année, mais la meilleure
récolte est obtenue en hiver. 1l a besoin de ressources agricoles minimales, il pousse bien dans
les régions semi-arides et ne nécessite pas beaucoup d'engrais, ses graines peuvent étre

récoltées en 70 - 90 jours pour donner 800 - 1000 kg / ha (Diwakar et al., 2008).

2.2. Classification taxonomique du L. sativum (Raval, 2016)

Reégne : Plantae plantes

Sous-régne : Tracheobionta Plantes vasculaires
Superdivision : Spermatophyta Spermatophytes
Division : Magnoliophyta Angiospermes
Classe : Magnoliopsida Dicotyledones

Sous Classe : Dilleniidae

Ordre : Capparales

Famille : Brassicaceae Famille de moutarde
Genre : Lepidium Herbes poivrées
Espeéce : Lepidium Sativum Linn Cresson de jardin

2.3. Description de la plante (L. sativum)

L. sativum est une plante herbacée, dressée, de couleur plus ou moins glauque. Sa tige est
glabre, finement striée, profusément ramifiée et pousse jusqu’a 50 - 80 cm d’hauteur

(Wadhwa et al., 2012).

- Les feuilles de L. sativum (Figure 11), sont alternes, irrégulierement pinnées, d’environ 12
cm de long et 9 cm de large, avec des pétioles jusqu'a 4 cm de long; des Folioles (5 - 11), en
forme ovale ou obovale, pinnatisect, les lobes ultimes généralement irréguliérement dentes,
faiblement poilus au-dessus, glabres en dessous, feuillets de feuilles supérieures devenant peu
a peu linéaires. Les feuilles supérieures sont généralement simples et linéaires, parfois lobées
ou avec dents. Les feuilles basales ont de longs pétioles et une lyreate Pinnatipartite; Les

feuilles culinaires sont lancéolées (Prajapati et al., 2014).
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- Les fleurs (Figure 11) sont bisexuelles, regulieres et tétrameres: Pédicelle 1.5 - 4.5 mm de
long, ascendant; 4 Sépales ovales, 1 - 2 mm de long ; 4 Pétales spatulés a griffe courte, jusqu'a
3 mm de long, blanc ou rose pale; 6 Etamines, anthéres habituellement violacées; Ovaires
supérieurs, aplatis, aigus emarginés, style jusqu'a 0,5 mm de long, stigma capitate (Prajapati et

al., 2014).

- Le fruit est une silique aplatie, ronde ou ovale, de 4-6 mm x 3-5,5 mm, de couleur vert pale
a jaunatre, de marges en forme d‘ailes, déhiscent par 2 valves, habituellement avec 2-semées

ou graines (Prajapati et al., 2014).

- Les graines de L. sativum sont petites, ovales, pointues et triangulaires a une extrémite,
lisses, d'environ 3-4 mm de long, 1-2 mm de large, de couleur brun rougeatre (Figure 11). Un
sillon présent sur les deux surfaces s'étendant jusqu'a deux tiers vers le bas et une Iégere aile
comme extension présente sur les deux bords de la graine. En trempant dans I'eau la graine se

gonfle et se recouvre d’un manteau transparent, incolore, mucilage avec golt mucilagineux

(Prajapati et al., 2014).

Figure 11. Aspect morphologique de L. Sativum

2.4. Composition phytochimique

Des etudes phytochimiques sur les graines de L. sativum, ont révélé la présence d'alcaloides,

de glycosides, de stérols, de caroténe, d'huile volatile et d'huile fixe.
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- Schultz et Gmelin (1952), ont isolé l'acide sinapique et la sinapine a partir de l'extrait
méthanolique dégraissé des graines de L. sativum.

- Maier et al. (1998), ont identifié sept alcaloides imidazoles: Lepidine B, C, D, E et F
(dimeéres) et deux nouveaux alcaloides monomeéres semilepidinosides A et B, dans les graines
de L. sativum.

- Radwan et al. (2007), ont étudié les glucosinolates des graines de L. sativum. Ils ont signalé
la présence de glucotropaeoline et de 2- phényléthyl glucosinolate également appelé
gluconasturiine.

- L'extraction d’huile fixe des graines de L. sativum avec de I'éther de pétrole, a donné un taux
de 25.5%. Cette huile a été de couleur brune jaunatre et contenant des acides gras satures et
non saturés, tels que I’acide palmitique (1.27 %), stéarique (6.01 %), arachidique (1.54 %),
béhénique (1.73 %), lignocérique (0.2 %), oléique (61.25 %) et linolénique (28.0 %). La
matiére insaponifiable est rapportée comme contenant du B-sitostérol et de l'a-tocophérol
(Mali et al., 2007).

- Nayak et al. (2009) ont identifie et quantifié l'acide sinapique a partir de l'extrait
méthanolique des graines de L. sativum par chromatographie en couche mince haute
performance (HPLC). L'acide sinapique a été separé sur une couche mince de gel de silice et
déterminé par HPLC-photo densitometre et a rapporté environ 0.47 % d'acides sinapiques
dans les graines de L. sativum.

- Zia-Ul-Haqg et al. (2012) ont identifié des composés phénoliques dans les graines de L.
sativum sur la base de leurs masses spectrales caractéristiques. La plupart de ces composés ont
été des acides phénoliques a savoir, I’acide gallique, I’acide protocatechuique, I’acide
coumarique, I’acide caféique, I’acide coumarique hexoside, I’acide caféique hexoside, I’acide

feruliqgue hexoside, I’acide vanilliqgue hexoside, I’acide caffeoylquinique et enfin I’acide
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coumaroylquinique. Les autres composés ont été, la quercétine, quercétine hexoside,

kaempferol et kaempferol-glucuronide.

2.5. Utilisation thérapeutique

Au 8™ sigcle un docteur célébre Hebn AL-Bautas a étudié les usages médicinaux de L.
sativum en détail et il a trouvé que cette plante augmente la faim et se débarrasser des vers de
I'estomac (Wadhwa et al., 2012). Récemment, on a trouvé que chaque partie de L. sativum est
utilisée pour divers traitements des maladies: Les graines sont appliquées dans une large
gamme de fonctions biologiques et de maladies telles que la lepre, les maladies de la peau et
comme diurétique. Les racines sont utilisées dans le traitement de la syphilis secondaire et du
ténesme. Les feuilles constituent un reméde antibactérien et un traitement du scorbut et de

I'népatopathie (Karazhiyan et al., 2011).

- Une étude récente des différentes régions d'Arabie saoudite a montré que les graines de L.
sativum sont couramment utilisées comme febrifuge, anti-rhumatismales, diurétiques et pour
soulager les douleurs menstruelles et abdominales. Elles sont également utilisées pour le

traitement et la guérison rapide des fractures osseuses (Al-Yahya et al., 1994).

- En Asie du Sud, les graines de L. sativum sont utilisées comme médicament traditionnel
pour traiter la bronchite, I'asthme et la toux. Elles sont considérées comme un reméde abortif,
diurétique, expectorant, antibactérien, stimulant gastro-intestinal, gastro-protecteur, laxatif et
stomadique. Elles sont appliquées aussi pour soulager la douleur et I'enflure des articulations
rhumatismales, dans le hoquet, la dysenterie, la diarrhée et les maladies cutanées causées par
les impuretés du sang. Les bonbons traditionnels pour les méres allaitantes sont préparés a

partir des graines de L. sativum (Doke et Guha, 2014).

- En Inde, la plante est considérée comme un remede contre l'asthme, la dysenterie, les

saignements de piles et comme diurétique (Al-Yahya et al., 1994).
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- En Chine et dans d'autres pays d'Orient Extréme, les graines sont utilisées pour le traitement
des coliques abdominales, de I'asthme, de la pleurésie et de I'hydropisie (Al-Yahya et al.,

1994).

- L. sativum est considérée comme l'une des meilleures plantes médicinales de divers pays
africains ou les graines sont machées pour guérir les maladies de la gorge, I'asthme, les maux

de téte et sont utiles pour la diurése et les troubles menstruels (Kloos, 1976).

- Hartwell (1982) a signalé que les graines de L. sativum étaient un remede contre les tumeurs

utérines, les polypes nasaux et le cancer du sein.
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01. Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Plantes médicinales

« Salvia verbenaca L (Mou Lemdhamed): La récolte a été effectuée le mois de Mai 2011
dans la commune de Ouled sidi Amor (Longitude: 4.9032°, Latitude : 36.0137°) wilaya de
Bordj Bou Arreridj. La plante a été identifiée par Pr. Oudjhih Bachir, département de

I'agronomie, faculté des sciences, université Elhadj Lakhdar, Batna.

* Lepidium sativum L (Habb Errached): Les graines de L. sativum, ont été achetées a partir

d'une exposition consacrée aux plantes médicinales a la wilaya de Constantine en 2012.

1.2. Souches microbiennes

* Souches bactériennes: Les extraits de S. verbenaca et de L. sativum ont été testés contre 10
bactéries a Gram-négatif: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (P. aerogenosa),
Escherichia coli ATCC 25922 (E. coli A), Escherichia coli (E. coli B), Salmonella
typhimurium ATCC 13311 (S. typhimurium), Salmonella enterica ATCC 43972 (S. enterica),
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 (A. baumannii), Citrobacter freundii ATCC 8090 (C.
freundii), Proteus mirabilis ATCC 35659 (P. mirabilis), Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 (K. pneumoniae A) et Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae B) et contre 07
bactéries a Gram-positif: Bacillus cereus ATCC 10876 (B. cereus), Enterococcus faecalis
ATCC 49452 (E. faecalis), Lysteria monocytogenes ATCC 15313 (L. monocytogenes),
Lysteria innocua CLIP 74915 (L. innocua), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (S. aureus
A), Staphylococcus aureus (S. aureus B) et Staphylococcus aureus résistante a la meticiline

(SARM). Ces souches bactériennes proviennent du laboratoire des substances naturelles
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de I'Université de Tlemcen. Elles sont conservées dans le milieu MHB (Muller Hinton

Broth) additionné de 10 % (v/v) de glycerol a -20 °C.

» Champignons: Aspergillus flavus NRRL 391(A. flavus), Aspergillus niger 2CA 936 (A.
niger), Penicillium sp, Fusarium sp et la levure Candida albicans ATCC 1024 (C. albicans).
Ces champignons proviennent du laboratoire de Microbiologie appliquée de I’Université de

Setifl.

1.3. Animaux

L’etude in vivo a été réalisée sur des souris males, Swiss albinos dont le poids
varie entre 25 et 30 g, procures aux prés de I’Institut Pasteur d’Alger. Ces souris sont utilisées
aprés une période d’adaptation de 7 jours, elles ont eu acces libre a I’eau et a la nourriture

standard fourni par I’Office National des Aliments de Bétails (ONAB) de Bejaia.

1.4. Réactifs chimiques et matériel instrumental

Tous les produits utilisés proviennent de Sigma, Fluka et Prolabo.
Parmi I’appareillage utilisé: Rotavapeur (BUCHI), Centrifugeuse 3-K30 (Sigma), 1601
Shimadzu Spectrophotométre, Spectrophotométre UV-Vis a double faisceau (Techcomp) et

Lecteur de microplaque (BioTek).

2. Extraction et dosage des polyphénols et des flavonoides

2.1. Préparation de I’extrait hydro-méthanolique (EHM)

L'extraction des composés phénoliques de la partie aérienne de S. verbenaca et des graines de
L. sativum, est réalisée suivant la méthode de Markham (1982). Briévement, 100 g de la

matiére seche broyée de chaque plante sont mis a une extraction dans un mélange
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hydroalcoolique (01 litre: 85% méthanol et 15% eau distillée). Le mélange est agité pendant
une nuit a I’obscurité. Ensuite, il subit des filtrations répétées sur la laine de verre et sur le
papier filtre donnant a la fin, un raffinat (précipité) et un filtrat 1 (Figure 12). Le raffinat est
soumis a une deuxieme extraction (01 litre: 50% méthanol, 50% eau) sous agitation pendant
04 heurs. A I’issu de cette extraction et apres le méme procéde de filtration, un filtrat 2 est
récupéré et melangé avec le filtrat 1. L’ensemble (filtrat 1 + filtrat 2) est soumis a une
évaporation rotative a 40 °C donnant par la suite ce qu'on appelle I’extrait hydro-
méthanolique (EHM). Un volume de 50 ml de I'EHM est séché puis conservé a -20 °C, le

reste subit un fractionnement par une série de solvants organiques (Figure 12).

2.2. Fractionnement de I’extrait EHM

Le fractionnement est réalisé suivant la méthode de Markham (1982) en utilisant des solvants
organiques a polarité croissante; I’hexane, le chloroforme et I’acétate d’éthyle. Au préalable,
I’EHM est délipidé par de I'nexane (v/v) jusqu'au l'absence total de la couleur. Deux phases
sont récupérées, une phase organique (lipides) et une phase aqueuse, cette derniére subit un
fractionnement par le chloroforme (v/v) en donnant une fraction organique (fraction
chloroformique, FCh) et une fraction aqueuse (Figure 12). La fraction agqueuse subit une
derniére extraction par I’acétate d’éthyle (v/v) en donnant une phase organique qui représente
la fraction d’acétate d’éthyle (FAc) et la phase aqueuse finale qui représente la fraction
aqueuse (FAQ). Au cours du fractionnement par les solvants organiques, la décantation est
répétée (v/v) jusqu'au l'absence total de la couleur. Les différents extraits sont séché et

conservé a -20 °C jusqu’a I’utilisation (Figure 12).
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2.3. Préparation de I’extrait méthanolique (EM)

L’extrait méthanolique (EM) des deux plantes S. verbenaca et L. sativum est preparé par la
maceration de 01 kg de broyat dans le méthanol pure (99 %) pendant 07 jours. A I’issu de la
maceration le mélange est filtré sur un papier filtre, évaporé et par la suite séché dans I’étuve

a 37 °C. L’extrait sec est conserve a -20 °C jusqu’a I’utilisation.

Broyat (100 g)

-Extraction avec le méthanol 85 %
«—— -Agitation une nuita 4 °C
-Filtration

Filtrat 1 Précipité 1

- Extraction avec le méthanol 50 %
«——- Agitation4 ha 4 °C

- Filtration
v
Filtrat 1 + Filtrat 2 |«—— Filtrat 2 Précipité 2
-Filtration
-Evaporation
\ 4
EHM
- Extraction
avec I’hexane
Phase organique FHx Phase aqueuse
- Extraction avec
le chloroforme
Phase organique FCh Phase aqueuse

- Extraction avec
I’acétate d’éthvle

Phase organique FACc Phase aqueuse FAQ

\4 VL \ 4 4

Evaporation a 40 °C jusqu’a élimination des solvants

Figure 12. Etapes de I'extraction des polyphénols des broyats des deux plantes par la
méthode de Markham (1982).
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2.4. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits de S. verbenaca et de L. sativum est réalisé par
la méthode du Folin-Cioucalteu (Li et al., 2007). Cette technique est basee sur le principe de
réduction des constituants du réactif Folin-Cioucalteu par les groupements hydroxyles des
polyphénols en donnant un produit bleu dans un milieu alcalin. Brievement, 200 ul de chaque
extrait (dilué dans I’eau distillée ou dans le méthanol) sont ajoutés a 01 ml du Folin-
Cioucalteu (dilué 10 fois) apres agitation et 04 min d'incubation a une température ambiante,
800 ul du carbonate de sodium (75 g/l) sont ajoutés. Apres 2 heurs d'incubation a la
température ambiante, I'absorbance est lue a 765 nm. La concentration des polyphénols totaux
est calculée a partir de I’équation de régression de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique
(20-160 pg/ml) (Figure 13) et exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par

grammes du poids d’extrait (mg EAG / g E).
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Figure 13. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Chaque point représente la moyenne +

SD (n =3).
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2.5. Dosage des flavonoides

Les flavonoides des extraits des deux plantes sont quantifiés par la méthode du trichlorure
d’aluminium (Bahorun et al., 1996); 1 ml de chaque échantillon (préparés dans I’eau distillée
ou dans le méthanol pour avoir des concentrations convenables) est ajouté a 01 ml de la
solution d’AICIl3; (02 %, dans le méthanol). Aprés 10 minutes d’incubation, I’absorbance est
lue a 430 nm. La concentration des flavonoides dans chaque extrait est calculée a partir des
courbes d’étalonnage établies avec la quercétine et la rutine (0 - 40 pug / ml) (Figure 14) et
exprimée en milligrammes équivalents de quercétine ou de rutine par grammes du poids

d’extrait (ng EQ /g E) et (mg ER / g E).

1,6 -
< Quercétine

A Rutine

1.2 -

v=0,038x - 0,022
R2=0,999

Absorbance a 430 nm
=
[# =]
1

0.4 v=0,017x - 0,010

2=(),998

0 10 20 30 40

LA
=

Concentration (ug/ml)

Figure 14. Courbes d’étalonnage de la quercétine et de la rutine. Chaque point des deux
courbes représente la moyenne £ SD (n = 3).
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3. Activités antimicrobiennes des extraits

3.1. Activité antibactérienne

Les extraits des deux plantes sont testés individuellement contre un groupe de bactéries
ATCC; E. coli, P. aerogenosa, S. aureus, B. cereus, K. pneumoniae, S. typhimurium, E.
faecalis, C. freundii, A. baumanii et L. monocytogenes. Ce test est réalisé par deux méthodes,
la méthode des disques de diffusion sur agar et par la méthode des puits de diffusion sur agar
(Rahal, 2005). Dans les deux méthodes, les souches bactériennes sont cultivées pendant 18
heurs a 37 °C sur la gélose Mueller Hinton (MHA). A partir de ces cultures jeunes des
suspensions bactériennes sont préparées dans du serum physiologique stérile (NaCl 0.9 %).
La turbiditt des suspensions est fixee a (0.5 MacFarland) déterminée
spectrophotométriquement par une densité optique entre 0.08 et 0.10 & 625-630 nm (1.5x10°
UFC/ml). A partir de ces suspensions, les souches bactériennes sont etalées par

écouvillonnage sur des milieux MHA dans des boites de Pétri (Rahal, 2005).

3.1.1. Méthode des disques de diffusion sur gélose

Une fois I’ensemencement est effectué, des disques de papier filtre (06 mm de diamétre)
imprégnés chacun de 15 pl d’extrait, sont placés sur la surface des milieux inoculés. Apres 24
heurs d’incubation a 37 °C, les diameétres des zones d'inhibition produites par les différents
extraits sont mesurés en millimetres et comparés a celles produites par la gentamicine
(contréle positif) et le DMSO (contrdle négatif). Tous les tests sont effectués en triplicata

(Rahal, 2005).

3.1.2. Méthode des puits de diffusion sur gélose
Aprés I’étalement des souches sur les plats MHA, des puits de 07 mm de diamétre sont
coupés a partir des géloses inoculées et remplis d’un volume de 60 pl d’extrait solubilisé dans

le DMSO en trois concentrations (100, 200 et 300 mg/ml) équivalentes a (06, 12 et 18 mg
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extrait/puits, successivement). Aprés 24 heurs d’incubation a 37 °C, les diamétres des zones
d'inhibition produites par les différents extraits sont mesurés en millimétres (Sokmen et al.,

2004).

3.1.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Sur une microplaque de 96 puits, une gamme de concentrations de chaque extrait est effectuée
par des dilutions au demi (1/2) dans du bouillon nutritif (BN) & partir d’une solution mere de

100 mg/ml préparée dans le DMSO (Moroh, 2013).

A partir d’une culture bactérienne de 24 heures d’incubation sur gélose MH, une suspension
bactérienne est préparée dans du bouillon nutritif & une turbidité de (0.5 Mac Farland).
Ensuite 100 ul de cet inoculum, sont homogénéisés dans chaque puits de la gamme de
concentrations préalablement préparée, puis incubée a 37 °C pendant 24 heures (Moroh,
2013). Apres I’incubation, la lecture est effectuée par un lecteur de microplaques a 630 nm.
La CMI de chaque extrait est déterminée par I’équation de la courbe de tendance tracée par
les absorbances des puits en fonction des concentrations de I’extrait (Y = a X + b). La CMI
correspond a la concentration qui donne apres incubation une densité optique égale a celle du

blanc (Bouillon nutritif stérile) sans bactéries.

3.2. Activité antifongique

Les extraits des deux plantes sont testés contre quatre champignons filamenteux: A. flavus, A.
niger, Penicillium sp et Fusarium sp et contre une levure; C. albicans. Les champignons sont
activés sur des milieux de pomme de terre dextrose agar (PDA) (200 g de pommes de terre,
10 g de saccharose et 15 g d'agar dans 01 litre d'eau distillée) a 28 °C pendant 07 jours. Pour
la détermination de I’activité antifongique, deux méthodes différentes ont été utilisees;
méthode de diffusion sur gélose en utilisant les disques et la méthode de diffusion sur gélose

en utilisant les puits. En bref, des suspensions fongiques sont préparées a partir des cultures

59



Partie Expérimentale

précédentes (07 jours), avec une turbidité entre 1x10° et 5x10° spores/ml (DO de 0.12 - 0.15 &
525-530 nm). A partir de ces suspensions, les souches sont étalées sur des milieux solides

(PDA) par écouvillonnage.

- Dans la premiére méthode, des disques de papier electrophorétique (07 mm de diametre),
ont été placés sur les PDA inoculées et imprégnés de 30 ul d’extrait en deux doses (06 ou 09
mg/disque). Le Fluconazole et le Griseofulvine (30 ug/disque) ont été utilisés comme contréle

positif.

- Dans la deuxiéeme méthode, des puits de 07 mm de diameétre ont été coupés a partir des
milieux inoculés ensuite remplis de 60 pl ou 80 pl d’extrait en 02 concentrations (200 et 300
mg/ml) pour donner 04 doses; 12 mg/puits, 16 mg/puits, 18 mg/puits et 24 mg/puits.
L’Econazole a été utilise comme contréle positif a une concentration de 0.6 mg/ml

équivalente a 36 pg/puits.

- Toutes les boites ont été incubées a 28 °C et les diameétres des zones d'inhibition ont été
mesurés en millimétres chaque 48 h pendant 10 jours d'incubation. Tous les tests ont été

effectués en triplicata.

4. Activités antioxydantes (in vitro)

4.1. Effet scavenger du radical DPPH

L activité anti-radicalaire des différents extraits des deux plantes a été évaluée, in vitro, par le
test de DPPH. Cette méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs
de radicaux libres, et se réduit en 2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazine. Ceci permet de suivre la
cinétique de décoloration a 517 nm. Pour cela, 50 pl de chacune des différentes

concentrations des extraits ont été incubés avec 1.25 ml d’une solution méthanolique de
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DPPH a 0.004 %. Aprés une période d’incubation de 30 minutes, les absorbances a 517 nm
ont été enregistrees (Boumerfeg et al., 2012). Les résultats obtenus ont été exprimés par
rapport a ceux obtenus pour le BHT pris comme antioxydant de référence. Le pourcentage
d’inhibition (I %) du radical DPPH par les extraits de S. verbenaca et L. sativum a éte calculée

comme suit;

1 % = [(Ac—Ag) / Ac] x 100

Ac: absorbance en absence de I’inhibiteur (contréle négatif)

Ag: absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)

La concentration inhibitrice de 50 % de DPPH (ICsp) de chaque extrait a été par la suite
calculée a partir de I’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration de I’inhibiteur. Elle a été exprimée en pug/ml et comparée avec celle du BHT.

4.2. Test de B-carotene / acide linoléique

L activité antioxydante des extraits de S. verbenaca et L. sativum a été étudiée par le test au 8-
caroténe / acide linoléique. Cette méthode est basée sur la capacité des extraits a inhiber la
formation des diene-hydroperoxydes conjugués durant I’oxydation de I’acide linoléique
(Barriere et al., 2001; Aslan et al., 2006). Une solution de B-caroténe / acide linoléique a été
préparée comme suit: premiérement, 0.5 mg de p-carotene a été dissous dans 1 ml de
chloroforme, ensuite 25 pl d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 ont été ajoutés. Le
chloroforme a été évaporé a 40 °C dans le rotavapeur. 100 ml d’eau distillée saturée en
oxygene (100 ml / min / 30 min) ont été ajoutées au mélange avec agitation vigoureuse. Le
mélange réactionnel a été par la suite aliquoté (2.5 ml) dans des tubes a essai, et 350 ul de
chacun des extraits préparés des deux plantes (02 mg / ml, dans I’eau distillée ou dans le
méthanol) ont été ajoutés. La méme procédure a été répétée avec le BHT (02 mg/ml) comme

un contrble positif et avec le méthanol et I’eau distillée comme des contrbles négatifs. Les
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absorbances ont été lues a 490 nm, apres 01 heure, 02 h, 04 h, 06 h, 24h et 48 h d’incubation a
température ambiante a I’obscurité. Le pourcentage de I’activité antioxydante (AA %) a éte
calculé ainsi:
AA % = (Ae / Ac) x 100
Ag : absorbance en présence de I’extrait
Ac : absorbance en présence du controle positif BHT

Remarque: les valeurs d’ AA % prises pour la comparaison sont ceux calculées a 48 h.

4.3. Effet chélateur des métaux

L'effet chélateur des métaux par les extraits de S. verbeneca et L. sativum a été testé par
I'évaluation de l'inhibition de formation du complexe Ferrozine-Fe(ll) selon la méthode de
Decker et Welch (1990). 250 pl des extraits des deux plantes (une gamme de dilutions) ont
été mélangés avec 450 ul méthanol et 50 pl FeCl, (0.6 mM). Aprés 05 min 50 pl de Ferrozine
(05 mM) ont été ajouté au mélange et aprés 10 min d'incubation a I'obscurité, I'absorbance a
été lue a 562 nm. L'EDTA (0 - 40 pg/ml) a été utilisé comme contrble positif et le
pourcentage d'inhibition a été calculé ainsi:
% Chelation = [1-(AC-AE) x100]
AC: Absorbance du contrdle (Méthanol + FeCl, + Ferrozine).

AE: Absorbance en présence des extraits.

4.4, Pouvoir réducteur des extraits

Cet effet a été déterminé selon la méthode de Topcu et ses collaborateurs (2007), avec
quelques modifications. Briévement, 200 ul d’extrait de plantes a différentes concentrations
préparées dans de I'eau distillée ont été mélangés avec 200 pl du tampon phosphate (0.2 M,
pH 6.6) et du ferricyanure de potassium (200 pl, 1%). Le mélange a été incubé a 50 ° C

pendant 20 min. L'acide trichloracétique (TCA) (200 pl, 10%) a été ajouté au mélange et
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centrifugé a 3000 g pendant 10 min. Le surnageant résultant (400 ul) a été mélangé avec de
I'eau distillée (400 ul) et FeCls (80 ul, 0.1%) et les absorbances des échantillons et de I'acide

ascorbique (standard) ont été lues a 700 nm apres 10 min.

4.5. Inhibition de I’hémolyse oxydative des érythrocytes induite par I’AAPH

Afin d’évaluer la résistance des érythrocytes prétraités par les extraits des plantes a un attaque
radicalaire, I’AAPH (2.2, -azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride) dissous dans du PBS
(NaCl 125 mM, phosphate de sodium 10 mM, pH 7,4), est utilisé pour induire la chaine
d'oxydation des radicaux libres dans les érythrocytes (Takebayashi et al., 2010 ; Girard et al.,
2006). Donc, le sang provenant d’une souris male est collecté dans un tube contenant 0.1%
d’EDTA, il est centrifugé a 6000 tpm pendant 10 minutes, le culot de globules rouges
résultant est lavé trois fois avec le tampon PBS. A partir du culot de globules rouges obtenu,
un aliquote de 100 pl de sang total est transféré immédiatement vers un autre tube contenant
2,4 ml de PBS afin d’obtenir une dilution de 1/25°™. Briévement, 80 pl de chacune des
solutions sanguines obtenues précédemment, sont pré-incubés sur des microplaques avec 20
ul d'échantillons (0.1 mg/ml) a 37°C pendant 15 min. Apres, 136 ul AAPH (300 mM) sont
ajoutés et les mélanges réactionnels étant alors incuber a 37°C pendant 04 a 05 h (Girard et
al., 2006). Le degré d'hémolyse est déterminé spectrophotométriquement a 620 nm, ou la
densite optique est lue toutes les 15 min, dans le but de mesurer le plus correctement possible
le temps de demi-hémolyse (HTso). Dans toutes les expériences, un contrdle négatif (GRs
avec I’AAPH), est utilisés. La vitamine C (0.1 mg/ml) est utilisée comme agent

antihémolytique de référence.
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5. Etude in vivo

5.1. Toxicité aigtie des extraits méthanoliques

Pour évaluer la toxicité aigue des extraits EM/SV et EM/LS, des souris méles, Swiss albinos,

adultes de poids variant entre 25 et 30 g, sont utilisees. Les souris ont été adaptées pendant

environ 1 semaine puis réparties en 6 lots homogeénes de 8 a 9 souris. Elles ont été mises a

jeun pendant 1 nuit avant I’administration de I’extrait. Deux doses différentes ont été testées

pour chaque extrait 02 g/kg et 05 g/kg en plus d’un lot témoin. Le traitement des souris a eté

fait par voie orale (Tableau 06).

Tableau 06. Traitement des souris par administration unique des extraits (Toxicité aigue).

Lot Solution administree Dose
Témoin 1 Eau physiologique + DMSO NaCl (0.9 %) + DMSO (10%, v/v)
Témoin 2 Eau physiologique NaCl (0.9%)
EM/LS/D1 EM/LS 2 glkg
EM/LS/D2 EM/LS 5 g/kg
EM/SV/D1 EM/SV 2 glkg
EM/SV/D2 EM/SV 5g/kg

Les souris des six lots ont été suivies pendant 14 jours, le poids corporel a été pris apres les

07 premiers jours en plus du dénombrement des cas de mort. Le 1

4°™ jour les souris des

différents lots sont mises a jeun pendant 1 nuit pour étre sacrifier et disséquer le jour apres. A

I’issue de la dissection des souris, les organes (foie, reins, poumons, cerveau, cceur, rate et

I’estomac) ont ete récupérés et peses.
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5.2. Activité antioxydante in vivo

Des souris males, swiss albinos, adultes de poids variant entre 25 et 30 g, ont été réparties
selon I’hnomogenéité de leurs poids en 04 lots expérimentaux de 09 a 10 animaux chacun.
L’administration des extraits s'est faite par injection intra-péritonéale quotidiennement durant

21 jours selon le Tableau 07.

Tableau 07. Traitement des souris par injection intra-péritonéale quotidienne pendant 21

jours
Lot Solution regue
Témoin Eau physiologique (NaCl 0.9%)
Vit C Vitamine C (50 mg/kg)
EM/SV Extrait EM/SV (100 mg/kg)
EM/LS Extrait EM/LS (100 mg/kg)

Aprés 21 jours d’injection intrapéritonéale et par décapitation des souris anesthesiées par
I’éther diéthylique, le sang est récupéré dans des tubes héparinés. Apres la récupération du
sang de chaque groupe, un volume de sang total est transféré immediatement vers un autre
tube contenant le tampon phosphate (300 mOs, pH 7.4) afin d’obtenir une suspension
érythrocytaire de 2% d’hématocrite. Cette suspension est utilisée pour évaluer la capacité
antioxydante totale du sang de chaque sourie. La quantité du sang restante est centrifugée a
1500 g pendant 05 min a 04°C. Le plasma obtenu est aliquoté et conserve a -20°C jusqu'a son
utilisation (test du DPPH et le test du pouvoir réducteur).

Aprés la disséquation des animaux, le foie de chaque souris a été récupéré, pese et préserve

dans une solution physiologique de NaCl (0.9%) a -20°C jusqu’a I’utilisation.
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5.2.1. Effet sur la capacité antioxydante totale du sang (activité antihémolytique)

La capacité antioxydante totale du sang est mesurée suivant le protocole décrit par
Takebayashi et ses collaborateurs (2010) avec quelques modifications (Manna et al., 2002) en
remplacant le radical AAPH [2,2'-azo-bis (2-amidinopropane) HCI] par le tert-butyle
hydroperoxyde (t-BHP) a une concentration de 166uM. Le sang obtenu précédemment
(hématocrite de 2%) est soumis a une attaque radicalaire par I’addition du t-BHP a la
suspension érythrocytaire. La cinétique de disparition progressive des hématies est suivie a
37°C par la mesure de la diminution de I’absorbance & 620 nm. La résistance du sang a
I’attaque radicalaire est exprimée par le temps nécessaire a la lyse de 50% des érythrocytes

(HT50). Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne HT50 + SEM.

5.2.2. Effet sur la capacité antioxydante du plasma

A) Effet sur la capacité antioxydante du plasma vis-a-vis le radical DPPH’

Dans ce test, la capacité du plasma a piéger le radical DPPH a été évaluée selon la méthode de
Hasani et ses collaborateurs (2007) avec quelques modifications. Brievement, 625 ul de la
solution DPPH (0.004 % dans le méthanol) ont été ajoutés a 25 ul de plasma. Aprés 30 min
d’incubation a I’obscurité suivie d’une centrifugation, I’absorbance du surnageant a été lue a

517 nm. Le pouvoir antioxydant plasmatique a été ensuite calculé selon I’équation ci-dessous

% d’activité anti-radicalaire = [(Abs cont-Abs éch) / Abs cont] x 100
Abs cont: I’absorbance du contrdle.

Abs éch: I’absorbance d’échantillon (plasma).

B) Effet sur le pouvoir réducteur du plasma
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Le pouvoir réducteur du plasma a été évalué on mesurant son capacité a réduire le Fe*® en
Fe*? selon la méme procédure suivie in vitro (Topcu et al., 2007). Le mélange réactionnel a
été comme suit: 100 ul de plasma plus 100 pl du tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) plus 100
ul de solution ferricyanure de potassium (K3zFe(CN)g) (1%); le mélange est incubé dans un
bain-marie a 50 °C pendant 20 min; apres, 250 ul d’acide trichloracétique (TCA, 1%) sont
ajoutés au mélange, qui a été ensuit centrifuge a 3000 tpm pendant 10 min. 250 pl du
surnageant ont été mélangés avec 250 pl d’eau distillée et 500 pl (FeCl3z). Aprés 10 min, les

absorbances des échantillons ont été lues a 700 nm.

5.2.3. Estimation des indicateurs enzymatiques et non enzymatiques d’oxydation au

niveau du tissu hépatique
A) Préparation d’homogenat

Aprés décongélation, les foies des souris ont été maintenus a 04°C pendant toute la durée de
dosage. On a pris un morceau de 0.5 g du foie de chaque souris et I’lnomogénéiser dans 4.5 ml
de KCI (1.15%, 04°C). L’homogenéisation a été faite dans deux étapes successives; un
broyage par un broyeur de donce puis une sonication pour libérer le contenu intracellulaire
des cellules hépatiques. L’homogenat obtenu est centrifugé a 4000 tpm pendant 10 min a
04°C. Le surnageant, contenant le cytosol, le réticulum endoplasmique, I’appareil de Golgi et
les protéines cytosoliques est récupéré pour la détermination des indicateurs enzymatiques et
non enzymatiques d’oxydation au niveau du tissu hépatique: L’activité CAT, les protéines

totales, et le MDA.
B) Activité de la catalase

L'activité de catalase (CAT) a été dosée par le procedé de Claiborne (1985). Le mélange

réactionnel eétait constitué de tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4), peroxyde d’hydrogene
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(H202, 19 mM) et 50 ul d’homogénat a tester. La réaction a été effectuée a 25 °C et le
changement d'absorbance a été enregistré a 240 nm. L'activité CAT a éteé calculée en termes
de umol H,0O, consommé / min / mg de protéine (Peixoto et al., 2013). (K= 2.303/T * log
Al1/A2)

Ce test est basé sur la décomposition enzymatique du peroxyde d’hydrogene (H.O;) par la

catalase, déterminée en tant que décroissance d'absorbance a 240 nm.

C) Qantification des protéines totales

Les protéines totales ont été dosées en utilisant le kit de Biuret (Ref: 1001290, 2 x 250ml) ;
1ml de ce réactif a été mélangé avec 25 pl d’homogeénat; le mélange est incubé pendant 5
minutes dans un bain-marie a 37 °C; Ensuite, la densité optique est mesurée a une longueur
d'onde de 540 nm. La quantité de protéine dans I'échantillon est exprimée en mg / dl.

Ce test est basé sur la réaction des protéines avec des sels de cuivre donnant un complexe
bleu-violet dans un milieu alcalin. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la
concentration en protéines totales dans I'échantillon, qui peut étre mesurée par spectroscopie

optique a 540 nm (Shen et al., 1999).

D) Estimer la quantité du MDA (Malondialdéhyde)

Le Malondialdéhyde (MDA) est I'un des composés finaux formés a partir de la péroxydation
des lipides en présence de radicaux libres. En effet, la péroxydation lipidique peut étre
mesurée en estimant la quantité de MDA formée au niveau du foie (Ohkawa et al., 1979). Ce
test est basé sur la liaison entre une molécule MDA et deux molécules TBA formant un
complexe de couleur rose absorbe a 530 nm. Briévement, 250 pl d’homogénat du foie plus
250 pl de solution TCA (20%) et 500 pl de solution TBA (0.67%), ont été mélangés et

chauffés a 100 °C pendant 15 minutes ; apres, le mélange est refroidi, lui ajouter 02 ml de n-
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butanol puis centrifugé a 3000 tpm pendant 15min le surnageant est récuperé et lire la densité
optique a 532nm.

la quantité de MDA dans I'échantillon est exprimee en nmol / gramme de tissus du foie, et est
obtenue a partir d’une courbe d’étalonnage de 1,1,3,3-Tetraethoxypropane (Malonaldéhyde
bis(diethyl acetal) produit aprés la décomposition en solution) dans les mémes conditions

précédentes.

5.3. Activité anti-inflammatoire in vivo

L'effet anti-inflammatoire des extraits a été évalué selon la méthode de Garrido et ses
collaborateurs (2004) sur des souris méles adultes (25-30 g). 4 mg/oreille de PMA (phorbol
myristate acétate) dans 20 ul de DMSO, sont appliqués sur la surface de I'oreille gauche de
chaque souris. L'oreille droite (contrdle) a recu le véhicule (20 pl DMSO). L’extrait
méthanolique des deux plantes est administré 01 heure avant I'application du PMA (Tableau

08).

Tableau 08. Doses injectées avant une heure de I’application de PMA

Lot Solution injectée Dose
Témoin Eau physiologique NaCl (0.9 %)
DCF Diclofénac 15 mg/kg
EM/SV EM/SV 100 mg/kg
EM/LS EM/LS 100 mg/kg

Six heures aprés l'application du PMA, les souris sont tuées par dislocation cervicale et un
disque de 06 mm de diametre de chaque oreille est enlevé et pesé. L’cedeme de l'oreille est

calculé par la soustraction du poids de l'oreille gauche (véhicule) de I'oreille droite (traitée), et
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est exprimé en poids de l',edéme. Le pourcentage d'inhibition est exprimé comme une

réduction en poids par rapport au groupe témoin.

6. Analyse statistique

Les résultats on été exprimés en moyenne + SD (déviation standard), et en moyenne + SEM
(erreur standard de la moyenne). Les résultats ont été analysés par le test d’ANOVA univariée
(one-way ANOVA) suivie du test de Tukey pour la comparaison des résultats en présence des
extraits avec les contrbles négatifs (en absence des extraits). La différence a été considérée

statistiquement significative lorsque la valeur de p est < 0.05.
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02. Résultats et Discussion

1. Extraction et dosage des polyphénols et des flavonoides

1.1. Rendements des extraits

Dans cette étude, I’extraction des composés phénoliques a partir de la partie aérienne de S.
verbenaca (SV) et des graines de L. sativum (LS) a été effectuée par un mélange hydro-
alcoolique (méthanol/eau 85 % et 50 %) en donnant I'extrait brut hydro-méthanolique (EHM).
Ce dernier a subit une série d'extractions par des solvants de polarité croissante a fin de
séparer les composes phénoliques et en particulier les flavonoides selon leur degré de
solubilité et donc selon leur degré de glycosylation en flavonoides aglycones, mono, di, tri et
tetra-glycosylés (Markham, 1982). A I’issue de cette extraction on a récupéré pour chaque

plante un EHM et trois fractions (FCh, FAc, FAQ).

Le calcul des rendements par rapport au poids de broyat (100 g) a donné les valeurs illustrees
dans le Tableau 09. L’EHM des deux plantes a enregistré un rendement considérable, mais
apres fractionnement on a trouve que la grande partie de cet extrait est une phase aqueuse
résiduelle notamment chez I’EHM/LS. Ainsi, la comparaison entre les extraits de S.
verbenaca (ESV) et les extraits de L. sativum (ELS), montre que les premiers ont des

rendements plus importants que les seconds a I’exception de la FAqQ (Tableau 09).

En ce qui concerne le contenu qualitatif des ESV et des ELS, Newman et al., (1997) et
Markham, (1982), ont rapporté que a I’issue de cette méthode d’extraction, ’'EHM peut
contenir des polyphénols dont des flavonoides, des acides phénoliques et des tannins en plus
des aminoacides, des terpenes et des cires. La FCh contient en grande partie des flavonoides

aglycones et peut contenir aussi des terpénoides. La FAc renferme des flavonoides
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glycosidiques, notamment les mono et les diglycosidiques, des flavonoides sulfatés et des
coumarines. Finalement, la FAQ peut contenir des flavonoides plus polaires (di, tri et
tetraglycosidiques), des alcaloides, des acides aminés, des tannins, des acides phénoliques et

des coumarines.

Tableau 09. Rendements en pourcentage (%) des extraits ESV et ELS.

Rendement / Poids totale (%0) Rendement / EHM (%)
Extrait
ESV ELS ESV ELS
EHM 14.97 12.60 / /
FCh 0.45 0.293 03.01 02.33
FAC 1.59 0.493 10.62 03.91
FAQ 9.37 11.53 62.59 91.51

ESV: les extraits de S. verbenaca, ELS: les extraits de L. sativum. EHM : extrait
hydrométhanolique, FCh: fraction chloroformique, FAc: fraction d’acétate d’éthyle, FAQ:

fraction agqueuse.

1.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les polyphénols totaux et les flavonoides contenus dans les ESV et les ELS ont été dosés par
la méthode de Folin-Cioucalteu et la méthode de trichlorure d’aluminium, respectivement.
Les resultats obtenus dans les Tableaux 10 et 11, montrent que les ESV semblent avoir les
teneurs les plus élevées en polyphénols ainsi que en flavonoides. Cependant, la FAc des deux
plantes a été la plus riche en polyphénols, suivi par I’'EHM puis la FCh et enfin la FAQ. Pour
les flavonoides, la FAc des deux plantes a été la fraction représentative de ces composes, suivi

par la FCh puis I’EHM et en fin la FAQ.
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Tableau 10. Teneurs des différents extraits ESV en polyphénols totaux en (mg EAG / g E) et
en flavonoides en (mg EQ /g E) eten (mg ER / g E).

Polyphénols Flavonoides
oy @(mg EAG/g d’E) ®)(mg EQ/g d’E) ©(mg ER/g E)
EHM 177.56 +2.51 08.13 +0.45 17.00 + 1.00
FCh 156.81 + 1.57 13.75+ 1.54 29.55 + 3.45
FAC 661.78 + 4.00 26.21+1.15 57.42 +2.58
FAq 123.18 +4.20 06.73 +0.14 1388 030

(@) mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait, (b) mg équivalent quercétine par
gramme d’extrait (c) mg équivalent rutine par gramme d’extrait. Les valeurs sont les

moyennes + SD (n = 3)

Tableau 11: Teneurs des différents extraits ELS en polyphénols totaux en (mg EAG / g E) et
en flavonoides en (mg EQ /g E) eten (mg ER / g E).

Polyphénols Flavonoides
ELS ®(mg EAG/g d’E) ®(mg EQ/g d’E) ©Y(mg ER/g E)
EHM 175.26 £ 7.75 05.94 +1.10 12.18 £1.55
FCh 164.22 + 2.83 09.14+1.19 18.23 + 0.96
FAC 305.44 £ 12.09 11.29+0.23 23.03+2.11
FAq 65.53 + 6.47 05.01+0.79 10.10 £ 0.88

(@) mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait, (b) mg équivalent quercétine par
gramme d’extrait, (¢) mg équivalent rutine par gramme d’extrait. Les valeurs sont les
moyennes + SD (n = 3).

La comparaison entre les ESV et les ELS extrait — extrait (Figure 15; A, B et C) montre que

les teneurs en polyphénols et en flavonoides dans I’EHM des deux plantes sont
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statistiquement égaux (p < 0.05). La FCh présente la méme teneur en polyphénols chez les
deux plantes (Figure 15 ; A) mais elle est significativement plus riche en flavonoides chez SV
(Figure 15; B et C). Concernant la FAc, elle préserve des quantités exceptionnelles de
polyphénols totaux et de flavonoides chez SV, plus que le double des teneurs dans la FAc/LS
(p < 0.001). La FAQ/SV est significativement plus riche en composés phénoliques que la

FAQ/LS et avec des teneurs statistiquement égaux en flavonoides (Figure 15 ; B et C).

Les différences de teneurs en polyphénols et en flavonoides entre les ESV et ELS peuvent étre
dues a la partie végétale utilisée dans la préparation des extraits puisque les ESV sont préparés
a partir de la partie aérienne (tiges + feuilles + fleurs) de la plante alors que les ELS sont
prépares des graines. La synthese et I'accumulation des polyphénols dans les plantes sont
généralement stimulées en réponse aux stress biotique et abiotique comme la salinité dont les
Ultraviolets. Les organes vegétaux les plus exposés aux rayonnements UV sont les plus riches
en flavonoides, tel que, les feuilles, le pollen et le méristéme apicale (Naczk et Shahidi, 2004 ;

Winkel-Shirley, 2002).

Ben Farhat et al. (2013) ont enregistré des teneurs entre 55.49 mg et 136.33 mg EAG/g de
broyat dans les extraits méthanoliques de la partie aérienne des S. verbenaca réecoltés de
différentes régions. Ils ont attribué cette variation de teneur en composés phenoliques totaux
aux différences des conditions de croissance et aux genotypes, qui influencent I'accumulation
de ces composeés en synthétisant différentes quantités et / ou différents types de phénoliques.
Egalement, Bonnaillie et al. (2012), ont attribué les différences de teneurs a la méthode

d’extraction et aux solvants utilisés.
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Figure 15. Comparaison entre les teneurs des extraits ESV et ELS en (A): polyphénols totaux
en (mg EAG / g E), (B): Flavonoides en (mg EQ / g E) et (C): Flavonoides en (mg ER / g E).
Valeurs exprimées en moyenne + SD (n = 3 a 4), ns: non significatif, *: p < 0.05, ***: p <
0.001.
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2. Activité antimicrobienne des extraits ESV et ELS

2.1. Principe

L’activité antimicrobienne de nos extraits a été évaluée par la technique de diffusion sur
gélose ; un essai semi-quantitatif qui consiste a appliquer une concentration connue de
I’extrait sur la surface d’une gélose inoculée précédemment avec une quantité standardisée de
cellules bactériennes ou fongiques. Deux méthodes ont été réalisées, par les disques et par les
puits ou les extraits diffusent dans le milieu gélose, créant ainsi un gradient de concentration
circulaire. Aprées incubation a 37 °C pendant 24h pour les bactéries et a 28 °C pendant 48h
pour les champignons, les cellules bactériennes ou fongiques seront multipliées et si I'extrait a
une activité antimicrobienne, une zone d'inhibition (claire) de la croissance apparait autour du

disque ou du puits.

La lipophilicité, la volatilisation, la quantité du composé, le type du milieu gélosé, le pH et le
volume de gélose peuvent tous affecter fortement la zone d'inhibition. Ces facteurs dans la
technique de diffusion sur gélose doivent étre soigneusement évalués pour la cohérence de
facon a éviter des résultats faussement positifs ou négatifs (Pauli, 2006 ; Scorzoni et al.,

2016).

2.2. Activité antibactérienne des extraits

2.2.1. Activité antibactérienne par la méthode des disques

Les résultats obtenus (Tableau 12) montrent que les différents extraits ESV et ELS ont été
actifs contre I’ensemble des souches bactériennes testées. Parmi les ESV, la FAc a été la plus
active contre les 10 souches en produisant des diametres d’inhibition (DI) compris entre 08 et

11 mm, la FCh a donné des DI de 07 a 09 mm contre 04 souches. L’EHM a inhibé 02 souches
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avec un DI de 07 et 09 mm tandis que, la FAq était complétement inactive contre les bacteries

testées.

En ce qui concerne les ELS, la FAc a été ainsi la plus active en provoquant des DI de 08 a 11

mm contre les 10 souches, suivie par la FCh avec des DI de 08 a 09 mm contre 07 souches

puis I’EHM contre 04 souches avec des DI compris entre 07 et 09 mm et enfin la FAQ qui

était completement inactive.

La comparaison avec la Gentamicine (Gen); un antibiotiqgue a large spectre d’activité

antibactérienne, montre que avec la quantité 1.5 mg/disque, les extraits ESV et ELS sont

considérés moins actifs (Tableau 12).

Tableau 12. DI (mm) produites par les ESV et les ELS contre les 10 souches bactériennes

testées. La Gentamicine (Gen) utilisée comme contr6le positif.

Ractéries ESV (100 mg/ml)* ELS (100 mg/ml) Gen
EHM FCh FAC EHM FCh FAc | 10 pg/disque

E. coli - 07 09 09 08 10 19
P. aeruginosa - - 10 - - 08 27
S. aureus 09 09 10 07 09 11 30
B. cereus - 09 11 - - 09 16
S. typhimurium - - 09 09 08 10 14
E. faecalis - 07 10 - - 08 14
C. freundii 09 - 10 - 08 10 34
A. baumanii - - 08 07 08 10 27
L. monocytogenes - - 08 - 09 10 13
P. mirabilis - - 11 - 09 09 26

*: 1.5 mg / disque, Valeurs représentent la moyenne de 03 mesures (n=3)

Sur la base des travaux de Delahousse (2003), les ESV et ELS, ont montré deux niveaux

d’activité antibactérienne: une activité faible exprimée par les DI inferieurs a 10 mm et une

activité moyenne exprimeée par les DI compris entre 10 et 14 mm (Tableau 12). Par contre la
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Gen était plus active et a donné trois niveaux d’activité: moyenne (13 et 14 mm), forte (16 a

30 mm) et tres forte avec un DI de 34 mm contre C. freundii (Tableau 12).

Akrayi et Tawfeeq, (2012), ont mentionné que les résultats négatifs ou la faible activité des
extraits n'indiquent pas que les constituants bioactifs sont absents ou que la plante est inactive.
Ils ont expliquée ca par I’insuffisance de la dose utilisée et que I’activité antibactérienne peut
étre obtenue avec des doses plus élevées. En effet le doublement de la quantité des extraits et
également le volume dans les disques, a permis d’obtenir une bonne activité antibactérienne

(Belkhiri et al., 2017).

D’apprét ces résultats les deux fractions non polaires FAc et FCh apparaissent plus actives
que P’EHM et la FAQ qui sont polaires. En effet la FAc, est plus riche en flavonoides que la
FCh, cette richesse en flavonoides est peut étre I’origine de cette importante activité
antibactérienne. Des résultats similaires ont été obtenus avec les extraits des racines de Tamus
communis L. et Carthamus caeruleus L. ou les deux fractions non polaires FCh et FAc étaient
les plus actives (Belkhiri et Baghiani, 2017). Sur la base de ces résultats on peut conclure
gu’il y a une bonne corrélation entre I’activité antibactérienne des extraits ESV et ELS et leurs

teneurs en composeés phénoliques et notamment en flavonoides.

Ahmed et Aqil, (2007), ont rapporté que la présence d'un ou plusieurs groupes de cCOmposes
phytochimiques comme les flavonoides, les tanins, les glycosides, les phénols, les saponines,
etc. est responsable de I'activité antibactérienne des extraits, seule ou en combinaison. Ainsi,
Shan et ces collaborateurs (2007), ont indiqué que les composés phénoliques contribuent de

maniére significative a I'activité antibactérienne des extraits.
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2.2.2. Activités antibactérienne par la méthode des puits

Par cette technique on a testé I’activité des deux fractions non polaires (FCh et FAc) extraites
a partir de I’extrait méthanolique (EM) des deux plantes (macération dans le méthanol pure),
en augmentant la teneure en composés phénoliques non polaires et lipophiles, ainsi en
augmentant la quantité mise en contact avec les bactéries. Trois concentrations ont été testées
100 mg/ml, 200 mg/ml et 300 mg/ml et le volume versé dans chaque puits est 60 ul, donc la

quantité de I’extrait par puits soit 6 mg/puits, 12 mg/puits ou 18 mg/puits.

La FCh et la FAc des deux plantes ont été appliquées contre 14 souches bactériennes a savoir
S.A.R.M., B. cereus ATCC, S. typhimurium ATCC, L. innocua CLIP, S. enterica ATCC, S.
aureus ATCC, E. coli ATCC, K. pneumoniae ATCC, E. faecalis ATCC, P. aeruginosa
ATCC, A. baumannii ATCC, S. aureus non ATCC, E. coli non ATCC et K. pneumoniae non

ATCC et contre une levure C. albicans ATCC.

Les DI obtenus montrent que les quatre fractions ont été capables d’inhiber la croissance de la
totalité des souches bactériennes testées d’une maniere dose-dépendante; lorsqu’on a doublé
puis triplé la concentration des extraits les DI augmentaient chaque fois contre I’ensemble des

bactéries et la levure Candida (Figures 16, 17, 18, 19).

A) Comparaison entre les effets des trois doses

La fraction FCh/SV a été capable d’inhiber la croissance de la majorité des bactéries en plus
de la levure Candida. (Figure 16). Pour la dose 6 mg/puits, les DI étaient entre 09 et 15.5 mm
contre 12 bactéries et de 20 mm contre C. albicans. Cependant, le doublement de la dose (12
mg/puits) a augmenté les DI contre 07 souches bactériennes (10 a 16.5 mm) et contre C.
albicans avec un DI de 21 mm. La troisieme dose a permis d’avoir une activité

antibactérienne importante contre 07 bactéries ; B. cereus, L. innocua, S. enterica, E. feucalis,
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A. baumannii, S. aureus et K. pneumonie (A) ou les DI sont entre 13.5 et 17.5 mm. Par contre,
elle est restée moins active contre: S.A.R.M (12 mm), S. typhimirium (9.5 mm), P. aeroginosa
(10 mm), S. aureus non ATCC (10 mm), E. coli ATCC et non ATCC (10 mm) et K.

pneumoniae non ATCC (9.5 mm). Contre C. albicans la zone d’inhibition est de 25 mm de

diamétre.
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Figure 16. Activité antimicrobienne de la FCh/SV en termes des diameétres des zones
d’inhibition (mm) par trois doses: 06 mg/puits, 12 mg/puits et 18 mg/puits. S AR.M:
Staphylococcus aureus résistante a la meticiline (A): ATCC, (B): non ATCC. Valeur =

moyenne = SD (n = 3 a 4 mesures).

La FAc/SV (Figure 17), semble avoir le spectre d’activité le plus large en inhibant la
croissance des 14 souches bactériennes et la levure Candida. Les DI sont entre 10 et 14.5 mm
pour les bactéries et de 15 mm pour C. albicans. L’augmentation de la concentration au
double (12 mg/puits) a permis d’obtenir des DI de 14.5 mm a 16.5 mm, L. innocua (17 mm),
K. pneumoniae ATCC (16.5 mm), E. faecalis (15.5 mm), S.A.R.M (15 mm), S. aureus ATCC

(15 mm) et E. Coli (14.5 mm). Alors que la zone d’inibition de C. albicans est de 18 mm de

80



Partie Expérimentale

diametre. Egalement, la troisieme concentration (18 mg/puits) a été encore plus active contre
les 14 souches bactériennes en produisant des DI de 11.5 a 23.75 mm parmi eux 01 diametre
est supérieur a 21 mm, 09 diamétres sont supérieurs a 14 mm et les 04 restants sont compris
entre 11.5 et 13.5 mm. La plus forte activité inhibitrice est enregistrée contre E. faecalis 23.75

mm et contre C. albicans sur une zone de 25 mm de diamétre.
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Figure 17. Activité antimicrobienne de la FAc/SV en termes des diamétres des zones
d’inhibition (mm) par trois doses: 06 mg/puits, 12 mg/puits et 18 mg/puits. S.A.R.M:
Staphylococcus aureus résistante a la meticiline (A): ATCC, (B): non ATCC. Valeur =

moyenne = SD (n = 3 a 4 mesures).

Concernant la fraction FCh/LS, les résultats obtenus montrent que cette fraction est active
contre 13 bactéries en plus de Candida (Figure 18). Les DI sont entre 09 et 15 mm pour les
bactéries et de 16 mm pour C. albicans. Cependant, le doublement de la dose a rendu 11
souches plus sensibles avec des DI compris entre 11.5 et 15.5 mm, notant qu’il y’a une
diminution du DI contre B. cereus et la fraction est devenue inactive contre P. aeroginosa et
active contre K. pneumoniae non ATCC en produisant un DI de 10.5 mm. Egalement,

I’inhibition était maximale contre C. albicans avec un DI de 19 mm. Pour la troisieéme dose
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(18 mg/puits), la FCh/LS est devenue plus active contre S.A.R.M (21 mm), S. enterica (18
mm), S. aureus ATCC, E. coli ATCC et K. pneumonie ATCC avec le méme diamétre (16.5
mm).
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Figure 18. Activité antimicrobienne de la FCh/LS en termes des diametres des zones
d’inhibition (mm) par trois doses: 06 mg/puits, 12 mg/puits et 18 mg/puits. S AR.M:
Staphylococcus aureus résistante a la meticiline (A): ATCC, (B): non ATCC. Valeur =

moyenne = SD (n = 3 a 4 mesures).

En se qui concerne la fraction FAC/LS avec la dose 6 mg/puits, elle est moins active contre 04
souches bactériennes; S. typhimurium, S. aureus non ATCC et les deux K. pneumonie (DI
entre 08 et 09 mm), et plus active contre 09 bactéries avec des DI de 11.5 a 14.5 mm, notant
que E. coli ATCC n’est pas testé (Figure 19). L’utilisation de la dose 12 mg/puits a permis
d’obtenir des DI plus élevés, supérieurs & 14 mm (14 a 21.5 mm). Egalement, la fraction a
devenue fortement active par la troisieme dose, ou 06 souches bactériennes sont inhibées avec
des DI trés élevés: 21 mm, 21.25 mm, 22 mm, 24 mm, 24.5 mm et 27.5 mm; contre S.A.R.M,

K. pneumonie ATCC, S. aureus ATCC, E. coli non ATCC, E. faecalis et L. enterica,
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respectivement. En ce qui concerne la levure Candida, était plus sensible aux trois doses avec

des DI de 18 mm (6 mg/puits), 20 mm (12 mg/puits) et 26 mm (18 mg/puits).

FACLS

28 T ¥ 6 mo/puits 12 mg/puits 18 mgo/puits
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Figure 19. Activité antimicrobienne de la FAC/LS en termes des DI (mm) par trois doses: 06
mg/puits, 12 mg/puits et 18 mg/puits. S.A.R.M : Staphylococcus aureus résistante a la
meticiline (A): ATCC, (B): non ATCC. Valeur = moyenne = SD (n = 3 a 4 mesures).

B) Comparaison avec la Gentamicine

La comparaison des DI obtenus par les deux fractions chloroformiques (FCh/SV et FCh/LS) a
la dose de 18 mg/puits et la Gen (Figure 20 ; A), a permis de distinguer 05 ordres d’inhibition:
1) 07 bactéries sont plus sensibles a la Gen (19 a 30 mm), puis a la FCh/LS (11.5 et 21 mm) et
en dernier a la FCh/SV (9.5 a 13.5 mm); 2) 04 bactéries sont plus sensibles en premier rang a
la Gen (16 a 26 mm) puis a la FCh/SV (10 et 17.5 mm), tandis que, la FCh/LS était moins
active (DI < 15 mm) ; 3) 01 bactérie (S. enterica), est sensible beaucoup plus a la FCh/LS (18
mm), puis a la Gen (16 mm) et enfin a la FCh/SV (14 mm) ; 4) 01 bactérie (E. faecalis) est

plus sensible a la FCh/SV (17.5 mm) puis a la Gen (15 mm) et enfin a la FCh/LS (14.5 mm) ;
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5) la bactérie restante (K. pneumoniae ATCC) était plus sensible a la FCh/SV (17 mm), puis a

la FCh/LS (16.5 mm) et en fin a la Gen (15 mm).

A EFCh/SV BEFCh/LS BGen
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Figure 20. Comparaison d’activité antibactérienne en termes des DI (mm), des quatre
fractions par la 3*™ dose (18 mg/puits) avec la gentamicine (Gen). A: représente les deux
fractions FCh et B: représente les deux fractions FAc. (A): ATCC, (B): non ATCC. Valeur =

moyenne + SD (n = 3 a 4 mesures).
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En ce qui concerne les fractions FAc (Figure 20 ; B), également, 5 ordres d’inhibition sont
constatées: 1) la FAC/LS a montré le meilleur effet inhibiteur sur 38.5% des bactéries, en
produisant de grands DI (18 et 27.5 mm) dont 23.1% sont plus sensibles a la FAc/SV qu’a la
Gen. Les autres bactéries (64.3%) ont présenté une grande sensibilité a la Gen, parmi ces
bactéries, 30.8 % ont été plus sensibles a la FAC/LS (17 a 22 mm) puis a la FAc/SV (12.5 a

18.5 mm), les autres (30.8 %) ont eté plus sensible a la FAC/SV que a la FAC/LS.

L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude, permet de conclure que les deux fractions
non polaires FCh et FAc des deux plantes, sont capables d’inhiber la croissance de la totalité
des bactéries testees dans I’ordre suivant: la FAC/LS la plus active suivie par la FAc/SV, puis
la FCh/LS et en fin la FCh/SV. Cependant, les deux fractions FAc présentent une activité
antibactérienne plus puissante par apport aux deux fractions FCh. D’autre part, on a noté que
les bactéries a Gram positif sont relativement plus sensibles a la Gen et aux quatre fractions

testées que les bactéries a Gram négatif (Tableau 13).

Tableau 13. Diameétres des zones d’inhibition des bactéries selon le Gram

Gram+ Gram-
Gen 15-30 mm 15 -26 mm
FCh/SV 10-17.5mm 09.5-15.5mm
FCh/LS 11 -21 mm 07-18 mm
FAc/SV 11.5-23.75 mm 12.5-18.5mm
FAC/LS 09 - 24.5 mm 09 -27.5mm

C) Concentration minimale inhibitrice (CMI) des Fractions

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des quatre fractions:

FCh/SV, FAc/SV, FCh/LS et FAC/LS a donné les résultats illustrés dans le Tableau 14. Les
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valeurs de CMI obtenues pour la FCh/SV sont comprises entre 08.25 et 27.12 mg/ml, celles
obtenues pour la FAc/SV sont de 07.60 a 25.47 mg/ml alors que les CMI enregistrees par la

FCh/LS sont comprises entre 07.38 et 21.96 mg/ml.

Les valeurs de CMI révélent que les souches les plus sensibles a la FAc/SV sont dans I’ordre
suivant: S. aureus ATCC et K. pneumonia non ATCC, S.A.R.M, E. coli ATCC, E. faecalis, B.
cereus, L. innocua et E. coli non ATCC. La majorité de ces bactéries sont Gram positives
(Tableau 14). Pour la FCh/SV, I’ordre des bacteries les plus sensibles est: E. faecalis, S.
enterica, E. coli ATCC, K. pneumoniae ATCC, K. pneumoniae non ATCC, S.AR.M, S.
aureus non ATCC, L. innocua, S. typhimurium. La majorité de ces bactéries sont Gram
négatives (Tableau 14). Alors que les souches les plus sensibles a la FCh/LS sont: S.A.R.M, L.
innocua, E. faecalis, K. pneumoniae ATCC, K. pneumoniae non ATCC, S. enterica, et B.

cereus. La majorité de ces bactéries sont Gram positives (Tableau 14).

En tenant compte des DI produits par ces trois fractions dans I’étude menée par les puits de
diffusion sur gélose. Il convient de dire que la compatibilité entre les valeurs de CMI et les DI
(mm) enregistrés par les trois fractions FAc/SV, FCh/SV et FCh/LS, est moyennement faible
puisque il y a des souches qu’ont été inhibées avec des DI faibles, elles sont devenues plus

sensibles en termes de CMI et I’inverse (Tableau 14).
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Tableau 14. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) enregistrées par les quatre fractions
FCh/SV, FAc/SV, FCh/LS et FAC/LS en utilisant la méthode des micro-dilutions.

Bactéries FAC/SV FCh/SV FAC/LS FCh/LS
S.AR.M. 13.09 + 0.67 12.38 +0.11 nt 07.38 £0.22
B. cereus 14.39 + 0.42 27.12+0.93 nt 14.90 + 0.85
S. typhimurium 25.47+0.18 15.00 £ 0.15 nt 17.70 £ 0.15
L. innocua 1453 +0.11 13.88 + 0.06 nt 07.58 +0.26
S. enterica 22.20 £ 0.00 10.00 +£0.30 nt 14.42 +1.25
E. faecalis 13.48 £ 0.39 08.25 +0.00 nt 08.50 + 0.62
A. baumannii 18.57 +£ 0.56 19.38 £ 0.04 nt 19.39 £ 0.02
P. aeruginosa 21.52 + 0.02 16.61 + 0.15 nt 19.52 + 0.93
S. aureus (A) 07.60 £ 0.15 16.62 + 0.38 nt 15.54 + 0.17
S. aureus (B) 24.37 £ 0.81 13.26 + 0.66 nt 15.58 + 0.05
E. coli (A) 13.30+0.14 10.13+0.24 nt 21.96 + 0.65
E. coli (B) 14.98 + 0.84 16.41 + 0.28 nt 16.73 £ 0.20
K. pneumoniae (A) 17.39 £ 0.00 11.59+1.15 nt 11.85+0.39
K. pneumoniae (B) 07.97 £1.26 12.26 +1.00 nt 14.05 + 0.37

nt : non testé, Les valeurs représentent les moyennes + SD (n = 3).

Ces résultats obtenus par des doses élevées des fractions, peuvent étre considérés meilleurs
gue ceux obtenus par Kostic et al. (2015) qu’ont appliqué différents extraits de S. verbenaca
obtenus par différents solvants et par différentes procédures sur 08 microorganismes
pathogenes a savoir B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S.
enteritidis, C. albicans et A. niger. Puisque, les valeurs de CMI enregistrées par la FAc et la

FCh de S. verbenaca dans notre étude (07.60 & 27.12 mg/ml) sont faibles par apport aux CMI
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marquées par les différents extraits de S. verbenaca dans I’étude de comparaison (06 et 100

mg/ml).

2.3. Activite antifongique des extraits

2.3.1. Activité antifongique par la méthode des disques

Dans ce test la capacité des ESV et ELS a inhiber la croissance fongique a été évaluee contre
quatre champignons filamenteux a savoir A. flavus, A. Niger, Penicillium sp. et Fusarium sp.
en utilisant deux concentrations pour chaque extrait, 200 et 300 mg/ml équivalentes
successivement a 06 et 09 mg/disque. Les résultats obtenus (Tableau 15), montrent qu’apres

48 h d’incubation a 28°C, seul la FCh/LS et la FAc/SV ont inhibé la croissance fongique.

Selon les travaux de Delahousse (2003), la FCh/LS a manifesté par la 1% dose (6 mg/disque),
une forte activité contre Fusarium sp, Penicillium sp et A. Niger avec des DI de 17, 19 et 21
mm, respectivement et une activité moyenne contre A. flavus avec un DI égale a 12 mm.
Cependant, la FAc/SV a montré un effet inhibiteur moyen contre un seul champignon,
Fusarium sp, avec une zone de 10 mm de diamétre. Cependant, I’utilisation de la 2°™ dose
(09 mg/disque) pour la FCh/LS a permis de produire des DI plus importants, 22 et 20.5 mm
contre A. Niger et Penicillium sp, respectivement, tandis qu’elle a donné les mémes DI contre
A. flavus et Fusarium sp produits par la 1 dose (12 et 17 mm). Egalement, aucun effet n’a
été constaté par I’élévation de la dose de FAc/SV contre Fusarium sp et le DI est resté le
méme (10 mm). Il faut noter que le contréle positif (Griséofulvine) est inactif contre les

quatre champignons avec une dose de 30 pg/disque (Tableau 15).
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Tableau 15. Zones d’inhibition des champignons filamenteux produites par FCh/LS et
FAC/SV aprés 48 h d’incubation & 28 °C (DI en mm). Griséofulvine antifongique standard.

FCh/LS FAc/SV Griséofulvine
Champignons
Cl C2 C1 C2 30 pg/disque
A. flavus 12 +0.00 12 +0.00 na na na
A. niger 21 +1.00 22 +2.45 na na na
Penicillium sp. 19+1.15 20.5+0.58 na na na
Fusarium sp. 17 +0.00 17 +0.00 10 + 0.00 10+ 0.00 na

C1: 6 mg/disque, C2: 9 mg/disque, na: non actif. Valeurs exprimées en moyenne + SD (n = 3

a 4 mesures).

Le prolongement du temps d’incubation des cultures fongiques traitées par la FCh/LS, a
donné les courbes présentées dans la Figure (21 ; A et B). D’apres, ces courbes, il apparait
que les zones d’inhibition produites par la FCh/LS demeuraient claires durant les 10 jours
d’incubation pour les deux doses 06 mg/disque (Figure 21 ; A) et 09 mg/disque (Figure 21 ;
B). En effet, aprés une réduction mineure des DI au 4°™ jour, ces derniers sont stabilisés pour
toute la période restante d’incubation. Pour la 1% dose (Figure 21 ; A) ; A. flavus (11 mm
contre 12 mm), A. niger (17 mm contre 21 mm), Fusarium sp (14.5 mm contre 17 mm).
Cependant, dans le cas de Penicillium sp, la réduction a été un peu grand (13.5 mm contre 19

mm).

La diminution des DI est également observée (au 4°™ jour) en utilisant la 2°™ dose de la
FCh/LS (Figure 21 ; B), mais les DI sont stabilisés dans la période restante jusqu’aux 10 jours
d’incubation. Pour A. flavus le DI est devenu 11 mm contre 12 mm, Fusarium sp (14.5 mm
contre 17 mm), A. niger (18 contre 22 mm) et Penicillium sp. (17.5 contre 20.5 mm). Par

contre aprées une incubation de 48 h, le champignon Fusarium sp. a développé une résistance
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contre la FAc/SV, avec disparition des zones d’inhibition due a une sporulation du
champignon.

Les diminutions des DI par le prolongement du temps d’incubation, peuvent indiquer que les
champignons se sont adaptés aux constituants de la FCh/LS et commencaient a développer
une résistance vis-a-vis les extraits. Selon les travaux de Thembo et al. (2010), on peut dire
que I’activité de la FCh/LS contre les quatre champignons est fongicide, par contre celle de

FACc/SV contre Fusarium sp. est fongistatique.
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Figure 21. Cinétiques d’inhibition de la croissance fongique en terme de diamétres des zones
d’inhibition produites par la FCh/LS, en deux doses ; A : (C1 = 6 mg/disque) et B: (C2=9
mg/disque) durant 10 jours d’incubation a 28°C. DI exprimé en moyenne + SD, (h=3 a 4

mesures).
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2.3.2. Activité antifongique par la méthode des puits

Ce test a éte réalise dans le but de connaitre I’effet d’augmentation de la quantité de I’extrait
mise en contact avec les champignons sur le milieu PDA. Trois doses ont été testées; (C1: 12
mg/puits, C2: 16 mg/puits, C3: 24 mg/puits) et I’antifongique Econazole (1%), a été utilisé
comme témoin positif a une dose de 36 pg/puits (solubilisé dans le DMSO). Les résultats

obtenus sont illustrés dans le tableau (16) et présentés en courbes dans la figure (22; A et B).

Tableau 16. Les DI (mm) produits par FCh/LS et FAc/SV contre les champignons

filamenteux, aprés 48 h d’incubation a 28 °C, en utilisant une gamme de concentrations

(mg/puits).
FCh/LS FAc/SV Econazole 1%
Champignons
Cl C2 C3 C2 C3 36 pg/puits

A. flavus 16.0+1.15 | 16.0+1.15 | 13.0£1.15 - - 21.0+1.4

A. niger 21.5+1.73 | 21.25+1.5 | 22.5+2.89 - - 25.5+0.7
Penicillium sp. | 21.0+0.00 | 21.0+1.15 | 21.0+2.94 - 12.00+0.0 30.0+0.0
Fusarium sp. | 18.0+£0.00 | 19.0+£1.15 | 20.75+2.99 | 14.5+0.58 | 22.50+2.9 35.0+0.0

C1: 12 mg/puits, C2: 16 mg/puits, C3: 24 mg/puits. Valeurs exprimées en moyenne £ SD (h =3 a 4).

Les résultats (Tableau 16 et Figure 22), montrent qu’il existe une certaine augmentation dans
les valeurs des DI en fonction de la dose de la FCh/LS contre A. niger et Fusarium sp, tandis
que le DI est resté presque constant contre Penicillium sp. et il est diminué contre A. flavus
(Figure 22 ; A). L’activité antifongique de la FAc/SV contre Fusarium sp est dose-dépendante
(Figure 22, B), I’élévation de la dose dans les puits a permis d’avoir des DI plus éleves, 14.5
mm pour la dose C2 et de 22.5 pour la dose C3, en plus de I’apparition d’une zone
d’inhibition (DI = 12 mm) contre Penicillium sp par la dose C3 alors qu’elle était nulle par la

dose C2.
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Figure 22. Effet de la dose d’extrait sur les DI (mm) produits A : par la FCh/LS et B : par la

FAC/SV. Valeurs exprimées en moyenne + SD (n =3 a 4).

La comparaison entre les DI produits par la FCh/LS et ceux obtenus par I’Econazole (Tableau
16) montre que ce dernier est plus actif contre les quatre champignons notamment Fuzarium
sp. en produisant un DI de 35 mm. On peut ordonner les champignons selon leur sensibilité a
la FCh/LS comme suit: A. niger est le plus sensible (22.5 mm), suivi par Pinicillium sp (21
mm) puis Fusarium sp. (20.75 mm) et enfin A. flavus (16 mm). Concernant, la sensibilité a

I’Econazole I’ordre des champignons est le suivant: Fusarium sp. (35 mm), suivi par
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Pinicillium sp (30 mm), puis A. niger (25.5 mm) et en dernier A. flavus (21 mm). Donc, A.

flavus est le champignon le moins sensible a la FCh/LS et a I’Econazole.

Pour déterminer la stabilité des deux fractions FCh/LS et FAc/SV concernant leurs effets
inhibiteurs sur la croissance (fongicides et/ou fongistatiques), I’incubation des cultures
fongiques a été prolongee jusqu'a 10 jours en mesurant les DI jour par jour (c.a.d. chaque 02
jours). Les résultats obtenus sont présentés sous forme de courbes tracées par la variation des

DI en fonction du temps d’incubation (Figure 23).

Les courbes de la Figure (23 ; A, B et C) montrent que I’effet inhibiteur de la FCh/LS sur la
croissance des quatre champignons testes est maintenu pendant plus de 10 jours d’incubation
puisque les zones d’inhibition sont restés claires malgré les petites réductions des DI pour
certaine dose et contre certain champignon (Tableau 17). La persistance de l'activité peut
indiquer que la FCh/LS est restée stable pendant la période d’incubation et que les
champignons se sont adaptés au milieu mais ils n’ont pas développés une resistance vis a vis
les principes actifs de cette fraction. Donc la FCh/LS a un effet fongicide vis-a-vis les quatre

champignons filamenteux testés; Fusarium sp, A. niger, Penicillium sp et A. flavus.

Ces résultats sont proches de ceux de Thembo et al. (2010), qui ont évaluée I’activité
antifongique de leurs extraits en termes de CMI durant 120 h (05 jours), ils ont suggéré que
les extraits présumerent un effet fongicide puisque les faibles valeurs de CMI obtenues apres
48 h sont maintenues pendant 120 h, et si la CMI a augmenté pendant la période d'incubation,

un effet fongistatique apparent est implicite.

En ce qui concerne la FAc/SV, la zone d’inhibition produite contre Penicillium sp. par la dose
24 mg/puits (12 mm) est disparue aprés deux jours d’incubation, alors que les zones
d’inhibition produites contre Fusarium sp. par la dose 16 mg/puits (14.5 contre 14.5 mm) et

24 mg/puits (21 contre 22.5 mm), sont disparues aprés 05 jours d’incubation ce qui signifie
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que cette fraction a un effet fongistatique contre Penicillium sp et fongicide contre Fusarium

sp.
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Figure 23. Cinétiques d’activité antifongique en termes des DI (mm) durant 10 jours
d’incubation a 28 °C ; A : FCh/LS par la dose (C1= 12 mg/puits), B : FCh/LS par la dose (C2
= 16 mg/puits), C : FCh/LS par la dose (C4 = 24 mg/puits) et E : Econazole (36 ug/puits).

Chaque point présente la moyenne + SD (n =3 a 4).

Dans la Figure (23; D), I’Econazole (1%) a montré une bonne stabilité aux quatre
champignons testés, puisque ses zones d’inhibition ont persistées jusqu’a plus de 10 jours

d’incubation. Exception faite contre A. niger car la zone d’inhibition a montré une petite
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réduction notamment dans les derniers quatre jours de 25.5 mm a 19 mm de diamétre. Cela

peut indiquer que I’Econazole a un effet fongicide contre les quatre champignons.

Tableau 17. Les DI (mm) produits par FCh/LS et I’Econazole contre les champignons

filamenteux, apres 02 et 10 jours d’incubation a 28 °C,

FCh/LS Econazole 1%
Champignons c1 C2 C3 36 pg/puits

02j 10 2] 10j 2] 10j 2] 10j
A. flavus 16.0£1.15 | 14.5x0.58 | 16.0+1.15 | 14.5+0.58 | 12.0+1.15 | 12.5+0.58 | 21.0+1.41 | 20.0£0.00
A. niger 21.5+1.73 | 20.0+0.00 | 21.25+1.5 | 20.0+1.63 | 22.5+2.89 | 21.0£0.00 | 25.5+0.71 | 19.0+1.41

Penicillium
21.0£0.00 | 17.54+0.58 | 21.0+1.15 | 17.520.58 | 21.0+2.94 | 20.0+1.15 | 30.0+0.0 | 26.5+0.71
sp.

Fusarium sp. | 18.0+0.00 | 17.75+0.50 | 19.0+1.15 | 18.0+0.00 | 20.75+2.99 | 19.0+2.31 | 35.0+0.00 | 32.50.71

C1: 12 mg/puits, C2: 16 mg/puits, C3: 24 mg/puits, j : jours. Valeurs exprimées en moyenne + SD (n =3 &

4).

Nonobstant que, la FCh/LS a montré une forte activité par les petites doses contre les quatre

champignons, elle a révélé une faible augmentation des DI avec les grandes doses. Cela peut

étre expliqué par la mauvaise diffusion des principes actifs de I’extrait sur le milieu PDA a

raison que I’augmentation de la concentration des molécules rend I’extrait sous un aspect

lourd ou visqueux, ce qui défavorise leur diffusion sur le milieu gélosé. 1l est connu également

que la fraction chloroformique (FCh) selon (Markham, 1982) contient beaucoup plus des

flavonoides aglycones caractérisés par une mauvaise diffusion sur la gélose (Osawa et al.,

1992). Pour cette raison Cushnie et Lamb (2005), ont mentionné que les essais basés sur la
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diffusion des flavonoides peuvent ne pas donner une mesure quantitative fiable de l'activité

antibactérienne car un flavonoide antibactérien puissant peut avoir un faible taux de diffusion.

En outre, les extraits testés (ESV et ELS) sont des mélanges complexes de molécules de
natures chimiques différentes, ce qui signifie qu’il est possible que les principes actifs dotés
d’activité antibactérienne et antifongique ont trouvé des obstacles ont empéché a mettre en
évidence leur role réel dans l'inhibition de la croissance microbienne. Akrayi et Tawfeeq
(2012), ont rapporté que si le principe actif est présent dans I’extrait et avec des quantités
suffisamment élevees, il pourrait y avoir d'autres constituants exercant des effets antagonistes

sur leurs effets positifs, réduisant ainsi a zéro I'activité antimicrobienne du principe.

Les résultats des activités antimicrobiennes concernant les extraits des graines de L. sativum
(ELS), sont en accord avec ceux obtenus par Adam et al. (2011). Ces derniers ont trouvé que
I’extrait d'éther de pétrole (non polaire) est plus actif que I’extrait aqueux et du méthanol. Ils
ont trouvé aussi comme nous I’avons vu dans notre étude que le DI produit par I’extrait
d'éther de pétrole diminue avec I’élévation de la dose ce qui explique la mauvaise diffusion de
cet extrait sur les milieux géloseés avec les grandes concentrations. Par contre, I’effet

inhibiteurs des deux extraits méthanolique et aqueux ont été dose-dépendant.

Adam et al. (2011), Falana et al. (2014) et Parajapati (2014), ont expliqué [lactivite
antimicrobienne des extraits de graines de L. sativum par la présence d'isothiocyanate de
benzyle de flavonoides, de tanins, de triterpénes, d'alcaloides, de stérols et de glucosinolates.
Les tanins en particulier agissent par inhibition de la synthése protéique en formant un
complexe irréversible avec des protéines riches en proline (Adam et al., 2011; Falana et al.,

2014).

L’activité antimicrobienne de nos extraits notamment les fractions non polaires est attribuée

sans doute a leur contenu en composés phénoliques, qui sont connus pour causer des
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dommages aux membranes cellulaires, provoquant des fuites de matériaux cellulaires et
finalement la mort du microorganisme (Cox et al., 2001). Aleksic et knezevic (2014), ont
également associé les propriétés antifongiques du myrte a leur contenu élevé en polyphénols

et en monoterpenes oxygeénes.

En effet, il est rapporté que I’activité antimicrobienne des composants phytochimiques des
extraits, peut étre exercéee par difféerents modes d'action au niveau cellulaire en raison de leur
nature chimique et de leur quantité, a savoir (1) la desintégration de la membrane
cytoplasmique, (2) l'interaction avec les protéines membranaires (ATP ases et autres), (3) la
perturbation de la membrane externe des bactéries Gram négatives avec la libération des
lipopolysaccharides, (4) la déstabilisation de la force motrice du proton avec une fuite d'ions,
(5) la coagulation du contenu cellulaire et (6) lI'inhibition de la synthese enzymatique (Aleksic
et Knezevic, 2014 ; Amensour et al., 2010 ; Hammer et al., 2008 ; Bakkali et al., 2008 ; Di

Pasqua et al., 2007 ; Burt, 2004 ; Cox et al., 2001).

Les modes d'action antifongiques sont assez similaires a ceux décrits pour les bactéries, en ce
qui concerne les dommages irréversibles de la membrane cellulaire et la coagulation du
contenu cellulaire (Djilani et Dicko 2012). Il existe des phénomenes supplémentaires qui sont
également importants lorsque les levures sont considérées. Le premier est I'établissement d'un
gradient de pH a travers la membrane cytoplasmique, et le second bloque la production
d'énergie de levures qui entraine une perturbation de la membrane cellulaire (Djilani et Dicko,

2012).

Concernant le Gram des bactéries, plusieurs études ont lié la sensibilité des bactéries aux
agents antimicrobiens a la structure morphologique et a la composition chimique de leurs
membranes (Delaquis et al., 2002). Or, la résistance de nombreuses bactéries Gram-négatives

a éte associée a leur membrane externe phospholipidique constituée principalement de
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polysaccharides. Cette membrane est considérée imperméable, empéchant les inhibiteurs de
passer au travers (Nostro et al., 2000 ; Hailu et al., 2005). Par contre, au manque de

membrane externe, les bactéries Gram positives seront plus sensibles aux antimicrobiens.

3. Activité antioxydante in vitro

3.1. Piégeage du radical DPPHe

Le DPPH; 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre possédant un électron non
apparié sur un atome du pont d’azote (Figure 24). Cette délocalisation, empéche la
dimérisation des molécules du radical DPPH" et restent dans leur forme monomere
relativement stable. La délocalisation donne aussi une couleur pourpre caractéristique a la
solution de DPPH" absorbe a 515-518 nm (Popovici et al., 2009). Alors, la mesure de I’effet
scavenger d’un antioxydant sur ce radical se fait spectrométriquement en mesurant la

diminution de la coloration pourpre, due a une réduction des radicaux DPPH" (Figure 24).

2 2
'] H .
0N N="N + RH =—> OgN N==N + R
Diphénylpicryvlhydrazyl (radical) Diphénylpicryvlhvdrazyl (non radical)

Figure 24. La réduction du radical DPPH par un proton d’hydrogene.

La Figure 25, montre que I’effet scavenger du radical DPPH" exercé par les ESV (Figure 25 ;
A) et les ELS (Figure 25 ; B) est dose-dépendant. Egalement, ces résultats sont exprimés par
le calcule des ICsp (concentrations inhibitrices de 50 % des radicaux DPPH"), or I’extrait
possédant I’ICs la plus faible, exerce I’activité anti-radicalaire la plus puissante. Le BHT a

été utilisé comme contrdle positif, il a donné une ICsy de 04.83 + 0.15 pg/ml.
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Figure 25. La variation des pourcentages d’inhibition du radical DPPH avec la concentration
des extraits (A) ESV et (B) ELS. Chaque point représente la moyenne = SD (n=3).

La comparaison entre les ESV dans la Figure 26, montre que la FAc présente I’effet
scavenger le plus puissant du radical DPPH’ (ICso = 08.56 + 0.18 pg/ml), suivi par I’'EHM, la
FAqQ et la FCh avec des ICsy de 33.56 = 0.23, 38.93 = 0.33 et 72.51 = 0.84 pg/ml,
respectivement (Figure 26 ; A). En ce qui concerne les ELS, la FAc exhibite la meilleure

activité antiradicalaire sur le radical DPPH" (ICsq = 21.51 + 0.64 pg/ml) suivi par la FCh
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(37.17 = 0.59 pg/ml) puis 'EHM (90.53 £ 2.03 pg/ml) et en fin la FAq (114.11 £ 0.26
pg/ml), notant que les différences entre leurs ICsq sont tres significatives (Figure 26 ; B).

La comparaison entre les ESV et les ELS, montre que ’TEHM/SV et ses deux fractions FAC et
FAg manifestent de fortes activités antiradicalaires par apport aux ELS, car les ICs

enregistrées par les premiers sont plus faibles (p < 0.001).
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Figure 26. Effet scavenger du radical DPPH (A) des ESV et (B) des ELS, exprimé par les
valeurs d’ICso (ng/ml). ICsp = moyenne £ SD (n = 3). ***: p < 0.001, ns: non significatif,

comparant avec le BHT.
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Une forte corrélation est apercue entre I’activité antiradicalaire des ESV et les ELS et leurs
teneurs en composes phénoliques et en flavonoides a I’exception de la FCh/SV. Cette derniére
est riche en polyphénols et notamment en flavonoides mais elle a montré une faible activité
par apport aux ESV. Ca peut étre expliqué selon Popovici et al. (2009) par la nature des
molécules anti-radicalaires en particulier les polyphénols, qui ont une grande hétérogenéité

structurale se traduisant par des différences dans leurs propriétés antioxydantes.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Senguttuvan et al. (2014) qui ont trouvé
que I’activité antiradicalaire de I’extrait d’acetate d’ethyle de Hypochaeris radicata est plus
puissante que I’activité des extraits prépares par autres solvants tels que le méthanol, I’éther
de petrol, le chloroforme et I’eau. lls ont atrubué cette puissance a la présence d'une teneur
plus élevée en flavonoides, qui sont les biocomposants les plus nécessaires pour l'activité
antiradicalaire. A coté de I’extrait d’acetate d’ethyle, ils ont trouvé I’extrait méthanolique
aussi effécace et ils ont expliqué son activité par la présence d'une teneur plus élevee en
polyphénols et en tannins. Tepe et al. (2008) ont trouveé la capacité antiradicalaire de I’extrait
méthanolique de S. verbenaca extrémement puissante (ICso = 14.30 + 1.42 pg/mg) comparant
a Pextrait méthanolique de deux autres Salvia. Ces auteurs on suggéré que l'acide
rosmarinique et ses dérivés sont plus susceptibles détre responsables de [I’activité

antioxydante.

L’EHM de S. verbenaca testé dans notre étude a montré une 1Csy de 33,6 = 0,2 pug/ml. Cette
valeur est presque identique aux résultats trouvés par Ben Farhat et al. (2013); ICso entre
24.47 £1.87 et 40.91 £ 0.50 pg/ml. En ce qui concerne ’EHM/LS (ICso = 90,5 + 2,0 pg/ml),
il peut étre considéré plus actif comparant aux résultats de Shirwaikar et al. (2001), qui ont

enregistré une ICsq de 171.13 pg/ml pour I’extrait éthanolique des graines de L. sativum.
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3.2. Inhibition d’oxydation du p-caroténe

Le potentiel antioxydant des extraits ESV et ELS, est évalué dans cette technique, par la
détermination de leur capacité a inhiber I’oxydation du p-caroténe par les diene-
hydroperoxydes conjugués issus de I'oxydation de I'acide linoléique. En effet, ce phénomene
conduit a la diminution de I’absorbance du mélange réactionnel survenant de blanchissement
de B-carotene. La substance antioxydante, joue un role protecteur et empéche ou ralentit cette
oxydation. Cet effet protecteur est exprimé par le taux d’inhibition du blanchissement de f-

caroténe durant 48 h d’incubation dans les temps: 0, 1, 2, 4, 6, 24 et 48 h.

La Figure (27 ; A et B) montre la variation des pourcentages d’inhibition d’oxydation du -
caroténe dans le temps. Les cinétiques durant 48 h, montrent que les ESV sont plus actifs que
les ELS. Cette différence d’activité se manifeste clairement entre les courbes des ESV qui
sont condensées et trés proches a celle du BHT (Figure 27 ; A) et les courbes des ELS qui
sont éloignées et montrent une diminution du pourcentage d’inhibition (1%) avec le temps

(Figure 27 ; B).

La Figure (28 ; A et B), montre le taux d’inhibition de blanchissement du B-caroténe au temps
48 h, exercée par les ESV et les ELS comparant au contrdle positif (BHT) a la dose test de 2
mg/ml. Les ESV ont donné des pourcentages d’inhibition excellents et comparables a celui du
BHT (Figure 28 ; A). lls ont été dans I’ordre: FAc (84.94 £+ 0.96 %), presque égale a celui de
I’EHM (84.52 + 0.31 %), puis la FAq (83.56 + 1.88 %) et enfin la FCh (78.81 £ 0.84 %).
Concernant les ELS, ils ont présenté des effets modestes par rapport au BHT avec des
différences trés significatives (p < 0.001). lls ont été dans I’ordre: FCh (74.10 £ 0.78 %), FAc
(68.99 * 0.31 %), FAQ (44.60 + 6.36 %) et finalement I’'EHM (44.06 + 0.83 %) (Figure 28 ;

B).
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Figure 27. Cinétiques de protection du B-carotene contre I’oxydation; (A) : en présence des

ESV, (B) : en présence des ELS. BHT: contrdle positif, MeOH et H,O: contrbles négatifs. 1%

= moyenne = SD (n=3).
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I 1
% Inhibition a 48 h

Figure 28. Comparaison entre les pourcentages d’inhibition d’oxydation du p-carotene,
présentés par (A): les ESV, (B): les ELS et celui du BHT (Con +) aprés 48 h d’incubation.
1% & 48 h = moyenne + SD (n=3).

Le test de P-carotene / acide linoléique est trés utile comme modeéle mimétique de la
peroxydation lipidique dans les membranes biologiques (Ferreira et al., 2006). Il a été
rapporté que l'échantillon qui inhibe ou retarde le blanchissement du B-caroténe peut étre
décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme antioxydant primaire (Liyana-Pathirana

et Shahidi, 2006). Les résultats enregistrés par les ESV dans I’inhibition d’oxydation du 3-

105



Partie Expérimentale

carotene sont en accord avec les résultats obtenus par Baghiani et al. (2010) et par Belkhiri et
Baghiani (2017), qui ont teste les mémes extraits (EHM et ses trois fractions FCh, FAc et
FAQ) de Carthamus caeruleus. Les résultats obtenus pour les ELS sont en accord avec les
résultats enregistrés par les mémes extraits des racines de Capparis spinosa étudies par
Baghiani et al. (2012), ainsi que, les résultats obtenus par Belkhiri et al. (2015) sur les extraits
des racines de Tamus communis. Les deux études ont trouvé que les deux fractions non
polaires (FCh et FAc) ont une activité antioxydante significativement plus puissante

comparant a ’EHM et la FAQ.

La bonne correlation existée entre I’activité antioxydante de la plupart des extraits ESV et
ELS et leurs teneurs en polyphénols ou en flavonoides en particulier les ESV, peut indiquer
que cette activité est attribuable sans doute a la présence de ces composés dans les extraits. Il
a été signalé que les polyphénols jouent un rdle important dans la stabilisation de la
peroxydation lipidique (Baghiani et al., 2010) et que [I'activité antioxydante des polyphénols
peut étre largement predite en fonction de leur structure chimique (Rastija et Medic-Saric,

2009).
3.3. Pouvoir réducteur du fer ferrigue en fer ferreux

Le pouvoir réducteur des extraits ESV et ELS a été mesurée selon la méthode de Oyaizu
(1986). Selon cette méthode, la réduction de Fe®** a Fe?* est déterminée en mesurant
I'absorbance du complexe bleu prussien de Perl. Elle est basee sur la réduction du ferricyanure
(Fe**) en excés steechiométrique par rapport aux antioxydants. La présence d'agents
réducteurs dans les extraits provoque la conversion du complexe ferricyanure / Fe®* & la forme
ferreuse (Fe?*). Le Fe*" est surveillé en mesurant la formation du bleu prussien de Perl & 700
nm, avec une augmentation de I’absorbance indiquant une augmentation de la puissance

réductrice. Alors, la capacité de réduction des extraits peut servir d'indicateur important de
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leur potentiel d'activité antioxydante (Meir et al., 1995). La Figure (29 ; A et B), montre que
tous les ESV et les ELS sont dotés d’un pouvoir réducteur du fer de maniere dose-dépendante.
Ces résultats sont également exprimés en ECso (concentration effectrice de 50% de

réduction), or ’ECs la plus faible correspond a I’extrait le plus actif.
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Figure 29. Pouvoir réducteur des extraits (A): ESV et (B): ELS exprimé par I’augmentation

de I’absorbance en fonction de la concentration. Les valeurs sont les moyennes + SD (n=3).

Les valeurs d’ECsg enregistrées (Figure 30 ; A), indiquent que les ESV sont significativement
plus actifs que la Vit C (p < 0.001). Cette derniére a donné une ECsy = 48.9 £ 1.4 pg/ml

tandis que les ECso marquées par les ESV sont plus faibles; la FAc a exhibé la capacité

107



Partie Expérimentale

réductrice la plus forte avec une ECs, de 04,7 £ 0.2 pg/ml, suivie par 'EHM (ECsp = 17.8 £

0.2 pug/ml), puis la FCh et la FAq (45.3 + 0.6 et 45.5 £ 0.2 pug/ml, respectivement).

60 ESV

(A)

ECs((ng/ml)

100-
(B)
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Figure 30. Comparaison des ECsp (g/ml) des extraits (A): ESV et (B): ELS avec I’ECs de
I’acide ascorbique (Vit C). Chaque valeur représente la moyenne = SD (n=3). ***: p < 0.001.

En ce qui concerne les ELS (Figure 30 ; B), la FAc a exhibé le pouvoir réducteur le plus
puissant avec une ECs de 21.5 + 0.3 pg/ml. En deuxiéme rang vient la FCh avec une ECs de
35.0 = 0.8 pg/ml plus faible que I’ECsp de ’EHM (90.6 £ 1.5 pg/ml) et I’'ECso de la FAQ
(135.0 £ 1.9 pg/ml). Cependant, leur comparaison avec la Vit C montre que les deux fractions

non polaires FAc et FCh sont significativement plus actives (p < 0.001).
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Elle existe une bonne corrélation entre le pouvoir réducteur des extraits ESV et ELS et leurs
teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides sauf avec la FCh/SV qui est plus riche en
flavonoides mais moins active. Donc, le pouvoir réducteur des différents extraits ESV et ELS
pourrait étre lié a la présence de composés phénoliques et de flavonoides qui ont la capacité
de donner des électrons. Kumarappan et al. (2012), ont signalé que les donneurs d’électrons
pourraient réagir avec les radicaux libres pour les transformer en produits plus stables et
arréter les reactions radicales en chaine, c’est ce qu’on appelle pouvoir réducteur. Ils ont
rapporté aussi que I’activités antioxydante des composés naturels peuvent avoir une

corrélation reciproque avec leur pouvoir réducteur du fer (Kumarappan et al., 2012).
3.4. Test de chélation des métaux (Ferrozine)

La chélation des ions ferreux (Fe®*) par les extraits ESV et ELS a été estimée par la méthode
de Le et al. (2007). La réaction se base sur la formation d’un complexe chromophore rouge
entre la ferrozine et I’ion Fe®* ayant un maximum d’absorption & 562 nm. En présence
d'agents chélateur, la formation du complexe est interrompue, ce qui se traduit par une
diminution de I'intensité de la couleur rouge du complexe (ferrozine-Fe®*) (Yamaguchi et al.,

2000 ; Sowndhararajan et al., 2011).

Les résultats obtenus (Figure 31; A et B) ont montré que tous les extraits ESV et ELS, a
I’exception de la FAc/SV ont montré une activité chélatrice dose-dépendante. Cependant, les
extraits polaires (EHM et la FAQ) des deux plantes ont été plus actifs que les extraits non

polaires (FCh et FAc).
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Figure 31. Chélation des ions ferreux par les extraits (A): ESV et (B): ELS. Les résultats sont
exprimés en moyen £ SD (n = 3).

Les différences d’activité entre les extraits testés apparaissent clairement par le calcul des
concentrations effectives provoquant 50 % de chélation de fer (ECs) (Figure 32 ; A et B).
Les valeurs d’ECsq enregistrées par les ESV (Figure 32 ; A), montrent que la FAQ/SV est
capable de chélater 50% des ions Fe?* par une faible dose (0.065 + 0.003 mg/ml) comparant &
I’EHM et la FCh (0.112 + 0.003 et 0.812 £ 0.013 mg/ml, respectivement). Cependant, la FAc
n’a manifesté aucune activité quelque soit sa concentration. En ce qui concerne les ELS,
I’EHM et les deux fractions FAgQ et FCh ont présenté des activités de chélation tres

importantes et significativement égales, leurs ECsy sont respectivement: 0.376 + 0.002, 0.314
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+ 0.006 et 0.387 + 0.009 mg/ml. Ces trois extraits ont été plus efficaces que la FAc (ECsp =
2.241 + 0.067 mg/ml) pourtant elle est la plus riche en composés phénoliques et en

flavonoides (Figure 32 ; B).
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Figure 32. Les ECs; (chélation du Fe?*) des extraits (A): ESV et (B): ELS comparant a
I’EDTA. Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3), (***: p <0.001).

Il existe une corrélation négative entre I’activité chélatrice des extraits ESV et ELS et leurs
teneurs en composés phénoliques et en flavonoides. La FAqQ des deux plantes trouvée plus
pauvre en polyphénols totaux et en flavonoides a exhibé la capacité chélatrice la plus

puissante, suivi par I’lEHM puis la FCh et en fin la FAc. La forte activité des extraits polaires
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(FAQ et I’EHM) peut étre expliquée par la nature des polyphénols existants dans ces extraits.
Il est vrai que les composés phénoliques présentaient des propriétés redox (comme agents
réducteurs, donneurs d'hydrogéne et désactivateurs d'oxygene singulet) et qu’ils sont
responsables de I'activité chélatrice du fer (Song et Barlow, 2004 ; Heim et al., 2002 ;
Balasundram et al., 2006 ; Loizzo et al., 2012), mais la chélation des métaux peut étre
également, due a la présence d'autres antioxydants non phénoliques dans les extraits tels que
I'acide phosphorique, I'acide citrique, I'acide ascorbique, la carnosine, certains acides amines,
des peptides et des protéines comme la transferrine et I’ovotransferrine (Lee et al., 2004). I
est également rapporté que les agents chélateurs, qui forment des liaisons-c avec le métal,
sont efficaces comme antioxydants secondaires, car ils réduisent le potentiel redox, stabilisant

ainsi la forme oxydée de I'ion métallique (Gulcin et al., 2004 ; Sowndhararajan et al., 2011).

3.5. Activité anti-hémolytique (in vitro)

Dans cette étude, la capacité des extraits ESV et ELS a protéger les globules rouges
(érythrocytes) contre la lyse oxydative induite par I’AAPH est évaluee. L’AAPH est un
générateur de radicaux peroxyles qui attaquent les érythrocytes. Cette attaque provoque
I'oxydation de la chaine des lipides et des protéines, perturbe I'organisation de la membrane et
conduit finalement a une hémolyse (Abirami et al., 2014 ; Kumar et al., 2015). La présence
d’une substance antioxydante dans le milieu va retarder ce phénomene en protégeant les

érythrocytes contre I’agression des radicaux libres.

Les cinétiques d’hémolyses présentées dans la Figure (33 ; A et B), montrent un décalage vers
la droite de toutes les courbes sigmoidales issues du traitement par nos extraits et par la Vit C,
et ca par apport au controle negatif (érythrocytes dans le PBS + AAPH). Ce décalage explique
l'augmentation de la duré totale de I'hémolyse ainsi la capacité de nos extraits et la Vit C a

retarder ce phénomene induit par I’AAPH.
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Figure 33. Cinétique d’hémolyse des globules rouges en absence (Témoin) et en présence des
extraits: (A): ESV et (B): ELS. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

Les résultats ont été éclaircis par le calcul des HTsy (temps de demi-lyse en min)
correspondants a la lyse de 50% des globules rouges initiaux. Les valeurs d’HTso (Figure 34 ;
A et B) indiquent que tous les extraits testés ESV et ELS, ont entrainé un retardement trés
significatif de I’némolyse comparant au témoin. Cependant, la FAc des deux plantes, a montré
une activité anti-hémolytique plus puissante par apport aux autres extraits (EHM, FCh et

FAQ) et aussi meilleure que celle de la Vit C.
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La comparaison des HTso des ESV (Figure 34 ; A) montre que la FAc représente la fraction la
plus active avec un HTso plus élevé que celui enregistré par la Vit C (165.1 £ 0.82 min et
143.6 + 5.84 min, respectivement). Les autres extraits ont manifesté des -effets
antinémolytiques moins importants, et ils viennent dans I’ordre suivant: ’'EHM (125.17 +
0.76 min), puis la FCh et la FAq avec presque le méme HTsp; 111.60 £ 0.70 et 111.43 + 0.99
min, respectivement. En ce qui concerne les ELS (Figure 34 ; B), ils ont été relativement plus
actifs que les ESV, a I’exception d’EHM qui parait moins actif que son analogue dans les
ESV. La FAC/LS a présenté une excellente protection des globules rouges en enregistrant un
HTso supérieur a 3 heurs (185.47 £ 5.92 min), suivi par la FCh (HTso = 145.87 £ 5.38) puis

I’EHM (120.00 + 5.28 min) et enfin la FAq (116.57 £ 4.79 min).

L activité antihémolytique exercée par les ESV et les ELS est en bonne corrélation avec les
teneurs de ces extraits en polyphénols totaux et en flavonoides. Donc elle est attribuable sans
doute a la présence de ces composés. Ces resultats ont été confirmés par de nombreuses
études qui ont montré que les composés phénoliques ont la capacité d’ameéliorer la résistance
des globules rouges sanguins au stress oxydatif in vitro et in vivo et elles ont accordé cette
activité a leurs groupements hydroxyles aromatiques qui piegent activement les radicaux
libres et sont responsables de I'activité antioxydante (Nithiyanantham et al., 2013 ; Trabsa et

al., 2014 ; Ameni et al., 2015 ; Zerargui et al., 2015).

En effet, dans le modéle d’hémolyse in vitro, les composés phénoliques présents dans la
suspension érythrocytaire et provenant des extraits, vont étancher la chaine de propagation des
radicaux peroxyles dans la phase aqueuse en piégeant ces radicaux avant qu’ils attaquent les
lipides de la membrane érythrocytaire et par ce fait ils vont arréter la peroxydation des lipides

et inhiber ou retarder I'némolyse (Sowndhararajan et al., 2011).

114



Partie Expérimentale

180+ ESV .
= 120-
E
A) >
PJ
= 60-
0
&'c
200-
150+
=
=
(B) ~ 100-
Pnn
-
50-
0
S
<

Figure 34. Comparaison des temps de demi-hémolyse (HTso min) pour les extraits (A): ESV
et (B): ELS. Les comparaisons ont été effectuées par rapport au contrdle négative (Témoin);
(*** : p<0.001). La Vit C est utilisee comme un contréle positif. Les valeurs représentent les
moyennes + SD (n = 3).

Plusieurs études ont suggéré que les flavonoides protegent les cellules non seulement par le
piégeage des radicaux libres, mais aussi en modifiant les propriétés de la membrane cellulaire
(Arora et al., 2000 ; Pawlikowska-Pawlega et al., 2003 ; Chaudhuri et al, 2007 ; Suwalsky et
al., 2007 ; Singh et Rajini, 2008). Certains composeés flavonoides peuvent s’incorporer dans le

noyau hydrophobe de la bicouche membranaire et provoquer une diminution de la fluidité de

la membrane et augmenter sa stabilité. La diminution de fluidité membranaire peut entraver la
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diffusion de radicaux libres et diminuer la cinétique de leurs réactions (Chen et Deuster,

2009 ; Magalhdées et al., 2009).

4. Etude des Activités in vivo

4.1. Toxicité aigue des extraits EM/LS et EM/SV

La toxicité aigue est I’étude qualitative et quantitative des phénomenes toxiques rencontres
aprés I’administration unique de(s) molécule(s) active(s). Cette étude décrit les troubles
symptomatiques observés, le taux de mortalité et permet I’indication des parametres
toxicologiques qui sont la dose létale 50% (DLs), dose qui tue 50% des animaux et la dose
maximale tolérée (DMT) qui représente la dose maximale qui ne tue aucun animal lorsque

I’échantillon est administré (Djyh et al., 2010).

Quelques instants apres I’administration unique de ’EM/SV en deux doses ; D1 = 2.0 g/kg et
D2 = 5.0 g/kg du poids corporel (PC), un cas de mortalité est noté juste apres le gavage dans
le lot EM/SV/D2 et la somnolence des autres souris dans les deux lots EM/SV/D1 et
EM/SV/D2. La somnolence a duré de 05 a 10 min, puis tous les animaux ont repris leur
comportement normal. En général, durant les 07 premiers jours de surveillance, aucun effet
néfaste n’a été observé chez les souris traitées par EM/SV. Au 9°™ jour, deux autres cas de
mortalité ont été remarqués dans le lot EM/SV/D2 (Tableau 18). Macroscopiquement, une

perte du PC et une diminution de I’apport alimentaire ont été également notés dans ce lot

(EM/SV/D2).
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Tableau 18. Taux de mortalité apres traitement des souris par I’lEM/LS et par ’'EM/SV.

Lot Nombre souris traitées Nombre de morts % de mortalité
Témoin 09 00 00
EM/LS/D1 09 00 00
EM/LS/D2 09 00 00
EM/SV/D1 09 00 00
EM/SV/D2 09 03 33.3%

D1: 2.0 g/lkg du PC, D2: 5.0 g/kg du PC.

4.1.1. Effets sur le poids corporel et la masse relative des organes

Le Tableau 19 représente le poids corporel (PC) des souris avant et aprés le traitement par
I’EM des deux plantes, en plus des taux de variation du PC (A PC %). Les résultats obtenus
montrent une évolution pondérale normale de I’ensemble des souris. L’exception est trouvée

chez les souris du lot EM/SV/D2, qui ont montré une réduction du PC (Tableau 19).

La réduction du PC dans le lot EM/SV/D2 et I’évolution lente du poids chez les souris
EM/SV/D1, peuvent étre expliquées par la perte de I’appétit des animaux. Cela pourrait étre
attribué a la teneur d’EM/SV en flavonoides et / ou terpénoides qui sont abondants dans les
especes Salvia et reconnus par leurs propriétés inhibitrices de la croissance pondérale

(Bonnier, 1909).
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Tableau 19. Effet des extraits EM sur le poids corporel (PC) des souris aprés 14 jours

d’observation exprimé par le pourcentage de variation du poids corporel (A PC (%)).

Lot PC avant traitement PC apreés 14 jours A PC (%)
Témoin 27.225+2.678 32.744 +1.450 21.113+11.04
EM/LS/D1 26.646 + 2.055 31.689 + 3.421 19.970 £ 12.13 ns
EM/LS/D2 26.303 + 2.713 32.846 + 2.008 25.451 + 7.63 ns
EM/SV/D1 29.487 + 2.929 33.244 + 4.180 12.149 £ 6.05 ns
EM/SV/D2 28.865 + 3.963 27.672 +5.569 - 04.587 £ 9.034 ***

Valeurs exprimées en moyenne £ SEM, (n=6a 9), ***: p <0.001, ns: non significatif.

PC: poids corporel, A PC: variation du poids corporel, D1: 2.0 g/kg, D2: 5.0 g/kg.

La masse relative d’organe (ROW) des organes: foie, reins, cerveau, cceur, poumons,
estomac et rate, a éte calculée. Les ROW des différents organes des souris dans les lots
EM/LS/D1, EM/LS/D2 et EM/SV/D1 étaient comparables aux ROW des animaux témoins
(Tableau 20). Quelques exceptions mineures ont été notées dans le lot EM/SV/D2
concernant la ROW du cerveau et la ROW de I’estomac qui ont été significativement plus
élevées par apport aux ROW des témoins. Schmidt et al. (2007), ont expliqué I’augmentation
de ROW chez les animaux traités par la possibilité que I'extrait a provoqué un étranglement
cellulaire et / ou inflammation des organes qui aurait entrainé un gonflement et une
augmentation de poids. Bailey et al. (2004) et Umana et al. (2013), ont signalé que le poids
de l'organe est l'indicateur le plus sensible dans le test de toxicité, car des différences
significatives dans le poids d'organe entre les animaux traités et les animaux non traités

(ttmoins) peuvent se produire en lI'absence de changements morphologiques.
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Tableau 20. Masse relative d’organe (ROW) des organes des souris traitées et non traitées

(Temoin).

Foie Reins Cerveau Ceeur Poumons Estomac Rate
5.791 1.341 1.161 0.522 0.639 0.715 0.612

Témoin + + + + + + +
0.51 0.21 0.13 0.07 0.09 0.18 0.12
6.420 1.472 1.228 0.523 0.730 0.900 0.754

EM/SV/D1 + + + + + + +
1.99 0.21 0.09 0.08 0.14 0.19 0.14
5.459 1.506 1.444 0.567 0.749 0.934 0.844

EM/SV/D2 + + + + + + +
1.00 0.12 0.25 ** 0.07 0.07 0.16 * 0.30
6.582 1.328 1.270 0.500 0.709 0.799 0.665

EM/LS/D1 + + + + + + +
0.81 0.18 0.11 0.05 0.08 0.14 0.16
5.904 1.290 1.211 0.506 0.681 0.844 0.631

EM/LS/D2 + + + + + + +
0.95 0.18 0.12 0.06 0.07 0.14 0.12

Valeurs exprimées en moyenne = SEM, (n =06 a 09), * : p <0.05, ** : p<0.01, ns : non
significatif. D1 : 2.0 g/kg, D2 : 5.0 g/kg.

4.1.2. Effet sur les paramétres biochimiques

La mesure des enzymes sériques est un outil précieux dans le diagnostic clinique, fournissant
des informations sur l'effet et la nature des dommages pathologiques a tout tissu (Wills,
1985). L'alanine aminotransférase (ALT), la phosphatase alcaline (ALP) et I'Aspartate
aminotransférase (AST) sont les principaux enzymes utilisés pour déterminer I’état de
fonctionnement des tissus hépatiques (Wallace et Meyer, 2010). L'augmentation des activités
sériques de ces enzymes peut indiquer un endommagement du tissu hépatique (Al-Habori et
al., 2002). Puisque, tout nécrose cellulaire, destruction du parenchyme hépatique ou
augmentation de la perméabilité membranaire des hépatocytes peut mener a I’écoulement de
ces enzymes dans la circulation sanguine et donc a I’augmentation de leurs taux sériques

(Adeneye et al., 2006 ; Jodynis-Liebert et al., 2010).

Dans cette étude les trois enzymes ALT, ALP et AST, ont été doses (Tableau 21) et sont tous

dans la gamme normale chez les souris traitées par I’EM/LS, sauf I’ALP qui a ete
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significativement plus faible dans le lot EM/LS/D2 (p < 0.01). Cependant, I’administration
unique de ’EM/SV a augmenteé significativement (p < 0.05) le taux serique de I’AST chez les
souris (EM/SV/D2) et elle a diminué d’une facon trés significative (p < 0.001) le taux de
I’ALP dans les deux lots traités par ’EM/SV (Tableau 21). Cela peut indiquer que I’extrait
méthanolique de S. verbenaca (EM/SV) a un effet sur la perméabilit¢ membranaire des

hépatocytes (Jodynis-Liebert et al., 2010 ; Li et al., 2010).

La créatinine (Créa) représente le marqueur biologique majeur de I’altération renal (Jodynis-
Liebert et al., 2010). Ce produit de la dégradation non-enzymatique de la créatine, est
strictement éliminé par les reins a I’état normal. Donc, le changement dans leur niveau sérique
est un indicateur fiable des troubles concernant la filtration glomérulaire et le
dysfonctionnement rénal (Mukinda et Eagles, 2010). Dans cette etude le traitement aigu des
souris par les deux extraits EM/LS et EM/SV n’a pas influencé la concentration sérique en

Créa et en Urée (Tableau 21). Ca peut mener a suggérer que les deux extraits EM/LS et

EM/SV n’ont aucun effet sur la filtration glomérulaire et sur la fonction rénale.

Tableau 21. Parametres biochimiques sériques des souris aprés 14 jours d’observation.

L’Urée, Créa: La créatinine, AST: Aspartate aminotransferase, ALT: Alanine
aminotransferase et ALP: Alcaline phosphatase.
Urée (g/l) Créa(mg/l)  AST (UI/l) ALT (Ul ALP (UI/)

Témoin 044 £0.06 251+0.15 144.67+8.48 36.57+3.99 159.57 + 8.62
EM/LS-/D1 043%x0.05 246+0.26 133.20 +14.1 32.00+6.87 147.25+9.91
EM/LS/D2 0.43+0.09 223+020 126.67+4.18 32.80+2.59 127.523 11.3
EM/SV/ID1 0.38+0.07 239%+0.31 17420+40.1 32.20%+15.9 99.22i8.42
EM/SV/ID2 0.43+0.06 2.64+0.38 192.003 52.2 36.25+1.71 103%34_; 13.4

Valeurs exprimées en moyenne = SEM, (n =6 a 9), D1: 2.0 g/kg PC, D2: 5.0 g/kg PC. *: p < 0.05, **:
p <0.01, ***: p <0.001.
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4.1.3. Classement de toxicité des deux extraits EM/LS et EM/SV

Nos résultats concernant I’lEM/LS, sont en accord avec ceux obtenus par Al-yahya et al.
(1994) sur la toxicité aigué et chronique de I’extrait éthanolique des graines de L. sativum
chez des souris. Ils ont montré que I’administration unique des doses 0.5, 1 et 3 g/kg de PC
n'a induit aucun symptébme de toxicite ou de mortalité sur une période de 24 heures.
Egalement, Datta et al. (2011) ont réalisé des études sur la toxicité aigué et sub-chronique de
la poudre des graines de L. sativum chez des rats Wistar adultes. Ils ont montré que les doses
aigués 0.5 — 5.0 g/kg de PC n'ont induit aucun symptéme de toxicité ou de mortalité chez les
rats aprés 72 h de surveillance. Ainsi, l'alimentation diététique de la poudre avec des doses de
1.0 — 10 % pendant 14 semaines n'a pas produit de mortalité et aucun changement significatif
a eté observé dans : I'apport alimentaire, le gain de poids corporel, le poids relatif des organes,
les paramétres hématologiques, les changements macroscopiques et microscopiques dans les
organes vitaux. Donc on peut considerer les graines de L. sativum comme non toxiques, selon

I’échelle de toxicité d’Emma et al. (2015).

En ce qui concerne ’EM/SV, la dose D1 n’a donné aucun cas de mortalité apres les 14 jours
d’observation, tandis que la dose D2 a causé la mort de 33.3 %. Donc la DLsq est supérieure a
5.0 g/kg du PC et selon I’échelle de toxicité de Emma et al. (2015) on peut dire que ’'EM/SV
administré par voie orale est presque toxique. En outre, il est trouvé que les huiles essentielles
des especes "Salvia" dont S. verbenaca contiennent un mono-terpene toxique dit la Thujone
en différentes concentrations. Neanmoins, il n'existe pas d'études antérieures concernant la
présence de ce monoterpéne dans les extraits de solvants de S. verbenaca. Kostic et al. (2015),
ont essayé a chercher la présence de 1’a et du B-thujone par HPLC dans 12 extraits de la partie
aérienne de S. verbenaca préparés par différents solvants. Ils ont trouvé que la thujone est

absent dans tous les 12 extraits testés.
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4.2. Activité antioxydante in vivo
4.2.1. Effet des extraits sur la capacité antioxydante totale du sang
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Figure 35. Cinétique de la lyse érythrocytaire en présence de t-BHP pour les difféerents
groupes : EM/SV (100 mg/kg), EM/LS (100 mg/kg), Vit C (50 mg/kg Pc) et Témoin (non
traité). Les valeurs sont les moyennes + SEM (n = 09-10).

Les cinétiques d’hémolyse obtenues a I’issu de ce test (Figure 35, A et B), ont montré que le
traitement des souris par la Vit C (50 mg/kg), ’EM/SV (100 mg/kg) et par I’TEM/LS (100

mg/kg), a entrainé un décalage des courbes sigmoidales d’hémolyse vers la droite et ¢a
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signifie le retardement de I’hémolyse érythrocytaire. Cependant, les deux extraits EM/SV et

EM/LS ont présenté un retardement plus important par apport a la Vit C.

La comparaison entre les temps nécessaires pour 50 % de I’hémolyse (HTso) (Figure 36)
révele que les deux extraits ont induit un prolongement trés significatif (p < 0.001) du temps
de demi-hémolyse avec des différences de 10.32 min et 11.35 min produites par EM/SV et
EM/LS, respectivement. Alors que, le prolongement produit par la Vit C (03.45 min) par

apport au temoin est statistiqguement insignifiant.
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Figure 36. Temps de demi-lyse des globules rouges (HTs) des groupes: non traité (Témoin),
traité avec Vit C, traité avec I’EM/SV et traité avec ’EM/LS. Les valeurs présentent les
moyennes = SEM (n = 09 & 10). Les comparaisons ont été effectuées par rapport au controle
négatif (Témoin). *** : p <0.001, ns: non significatif.

D’aprés ces résultats, il parait qu’il y’a une amélioration trés significative de la capacité
antioxydante totale du sang des souris traitées par 100 mg/kg des extraits EM/SV et EM/LS.
La protection des érythrocytes contre la lyse induite par le t-BHP, est sans doute attribuable a
des niveaux élevés d'antioxydants exogénes acquise des deux extraits. Plusieurs métabolites

secondaires a base de plantes tels que les flavonoides ont été trouvés pour protéger les cellules

contre les dommages oxydatifs. Ces composés ont été mis en évidence pour stabiliser la
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membrane des globules rouges en piégeant les radicaux libres et en réduisant la peroxydation
des lipides (Yu, 2001 ; Chaudhuri et al., 2007 ; Ebrahimzadeh et al., 2010). D’apres
Chaudhuri et al. (2007), les flavonoides sont les plus appropriés pour prévenir la peroxydation
induite par les radicaux libres et la lyse des érythrocytes. Les flavonoides ont la capacité
d’interagir avec les composants lipidiques et protéiques des membranes érythrocytaires et par
leur incorporation dans la membrane ils peuvent arréter partiellement I'augmentation de la
micro-viscosité des membranes due a la peroxydation et augmentent l'intégrité membranaire
des membranes érythrocytaires (Chaudhuri et al., 2007 ; Magalhaes et al., 2009 ; Khalili et

al., 2014).

4.2.2. Effet des extraits sur la capacité antioxydante du plasma (CAP)

Il s’agit d’une méthode de mesure globale qui consiste a évaluer I’effet inhibiteur des
antioxydants plasmatiques sur une réaction radicalaire induite in vitro (Haleng et al., 2007).
Nombreux tests ont été proposeés, tels que ABTS ou TEAC (Total equivalent antioxidant
capacity), FRAP (Ferric reducing ability of plasma), DPPH (2,2-diphenyl-picrylhydrazyl) et
autres (Haleng et al., 2007 ; Pincemail et al., 2014). Parmi ces tests deux ont été entrepris
dans cette étude; I’effet scavenger du radical DPPH et le pouvoir réducteur du fer. Ce sont
deux méthodes largement utilisées pour évaluer I’activité antioxydante des extraits de plantes
in vitro.

A) Capacité antioxydante du plasma vis-a-vis le radical DPPH

Le plasma récuperé a partir des souris traitées et non traitées, a été utilise pour déeterminer la
Capacité antioxydante du plasma (CAP) vis-a-vis le radical DPPH, qui a été exprimeée en
pourcentage de décoloration du meélange réactionnel en présence du plasma par rapport a la
solution méthanolique contenant uniquement le DPPH (1%). Les résultats obtenus (Figure 37)
révelent que la dose 50 mg/kg de la Vit C et la dose 100 mg/kg des extraits EM/SV et EM/LS

ont amélioré la CAP des souris. L’amélioration de la CAP a été tres importante et
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significative chez les souris traitées par ’'EM/LS (p < 0.01) avec un 1% de 43.23 £ 4.92 %
tandis que, P’EM/SV et la Vit C ont provoqué une ameélioration non significative de la CAP

avec un 1% de 37.66 £ 4.29 %, 34.90 + 5.94 % et 32.63 + 3.82 %, respectivement (Figure 37).
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Figure 37. CAP vis-a vis le radical DPPH chez les souris traitées par la Vit C, par ’EM/SV et
par ’EM/LS. Les trois groupes sont comparés au groupe Témoin (non traité). Les valeurs

présentent les moyennes = SEM (n=9 a 10). ** : p <0.01, ns: non significatif.

B) Capacité antioxydante plasmatique exprimée par le pouvoir réducteur

La CAP est exprimée dans ce test par le pouvoir des plasmas des souris a réduire I'ion ferrique
(Fe**) en ion ferreux (Fe®"). Ce pouvoir réducteur du fer est donc mesuré par I'intensité de la
solution bleue produite qui absorbe a 700 nm. Les résultats obtenus (Figure 38) montrent que
I’EM/SV et P’EM/LS ont été capables d’améliorer d’une fagon tres significative (p < 0.001) le
pouvoir réducteur du plasma des souris. L’ordre des groupes traités, selon leur pouvoir
réducteur du fer, a été comme suit: EM/SV > I’EM/LS > Vit C avec une absorbance de 1.065

+0.047,0.967 £ 0.146, 0.849 £ 0.111, respectivement.

D’apres ces résultats, il parait que la CAP est significativement ameliorée par la dose 100

mg/kg de I’EM/LS soit dans I’inhibition du radical DPPH, soit dans la réduction du fer
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ferreux en fer ferrique. La méme chose est enregistrée par la dose 100 mg/kg d’EM/SV dans

la réduction du fer, mais I’amélioration a été insignifiante vis-a-vis le radical DPPH.

Le plasma des souris non traitées (Témoin) a été capable de piéger le radical DPPH et de
réduire le fer ferrique en fer ferreux. Ca peut étre expliqué par les antioxydants endogenes
présents dans le plasma tel que I'acide urique, I'albumine, la bilirubine et le glutathion réduit
(GSSH). Donc, I’'amélioration de la CAP observée chez les trois groupes traités Vit C,
EM/SV et EM/LS, est logiquement attribuable a des niveaux élevés d'antioxydants exogenes a
savoir la vitamine C et les polyphénols, flavonoides et les oligoélements provenant des deux
extraits (EM/SV et EM/LS). Andallu et al., (2011) ont suggéré que la capacité antioxydante
globale du plasma (CAP) résulte de I'action synergique des antioxydants endogenes et de

diverses molécules phytochimiques provenant des extraits administreés.
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Figure 38. Capacité antioxydante globale réductrice du plasma des souris traitées par
I’EMI/LS, ’EM/SV et par la Vit C comparés au groupe Témoin. Les valeurs presentent les

moyennes + SEM (n =9 a 10).
Plusieurs études ont corrélé la CAP a la biodisponibilité des antioxydants exogénes dans le

plasma, qui déponde de : la nature d’antioxydants, leur absorption, leur métabolisme et de leur

demi-vie dans le plasma (Erlund et al., 2002 ; Haj Mouhamed et al., 2012). Wang et ses
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collaborateurs (2012) ont signalé que I’apport de caroténoides et de flavonoides dans le
régime alimentaire est un bon indicateur de I'état antioxydant plasmatique. Ainsi, Cao et al.
(2009), ont montré que la consommation accrue de fruits et légumes peut augmenter la
capacité antioxydante du plasma (CAP) chez I'hnomme. Les flavonoides et autres composés
phénoliques semblent étre certains des autres antioxydants qui contribuent a la capacité
antioxydante elevée mesurée dans certains fruits et légumes ; il y a plus de 4000 flavonoides
différents présents dans les plantes, et beaucoup d'entre eux ont des activités antioxydantes

plusieurs fois plus fortes que celles des vitamines E et C (Cao et al., 2009).

4.2.3. Effet des extraits sur les indicateurs enzymatiques et non enzymatiques

d’oxydation au niveau du tissu hépatique
A) Indicateurs enzymatiques présentés par I’activité de la Catalase

L'activité de la catalase (CAT) dans I'nomogénat hépatique est montrée sur la figure (39).
L'activité CAT de I'homogénat hépatique total dans le groupe témoin (non traité) s'est révélée
étre plus faible que dans les groupes traités par Vit C, EM/SV et EM/LS. En effet,
I'administration de 100 mg/kg d’EMJ/LS a significativement augmenté l'activité CAT par
rapport au groupe témoin (p < 0.05), il a enregistré une activité de 0.266 + 0.012 U/mg de
protéine, alors que la Vit C (50 mg/kg) et ’EM/SV (100 mg/kg) ont induit une augmentation
non signifiante avec des activites CAT de 0.191 + 0.069 et 0.180 £ 0.069 U/mg de protéine,

respectivement (Figure 39).

La CAT est une enzyme omniprésente qui catalyse la décomposition du peroxyde
d'’hydrogéne (H,O,), une espéce réactive d'oxygéne, qui est un produit toxique du
métabolisme aérobie normal et de la production de ROS pathogénes. La réduction de ce
systéeme de défense antioxydante entraine une sensibilité accrue aux dommages cellulaires

induits par les radicaux libres. Les enzymes antioxydantes peuvent étre inactivées par les
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peroxydes lipidiques et par les ROS produits (Halliwell et Gutteridge, 1984) ; la SOD est
inhibée par le peroxyde d'hydrogéne (H,O-), tandis que la GPX et la CAT sont inhibées par
un excés de radical superoxyde (O,") (Pigeolet et al., 1990). Donc, le supplément en
antioxydants exogenes (polyphénols, flavonoides et autres) peut jouer un réle préventif de

I’accumulation des ROS et par conséquent améliorer I’activité des enzymes antioxydantes.
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Figure 39. Activité de la catalase du tissu hépatique des souris traitées par la Vit C (50
mg/kg), ’EM/SV (100 mg/kg) et par I’EM/LS (100 mg/kg), comparées aux souris non

traitées (Témoin). Valeurs sont les moyennes = SEM (hn=6a9).

Plusieurs études ont montré que le stress oxydant induit par le CCl, (Arief et al., 2010) ou par
le Paracétamol (Dash et al., 2007 ; Hamza et Al-Harbi, 2015 ; Okokon et al., 2017), diminuait
I'activité de la CAT et des autres enzymes antioxydantes tels que GPX et SOD dans le tissu
hépatique. Ces études ont montré également que I’administration des extraits de plantes ou les
substances purifiées de plantes aux souris ou aux rats augmente et améliore I’activité de la
CAT, GPX et SOD et les protége contre I’accumulation des radicaux libres. Les auteurs ont
expliqué cet effet par I’activité antioxydante des polyphénols dont des flavonoides et des
oligoéléments présents dans ces extraits (Dash et al., 2007 ; Arief et al., 2010 ; Hamza et Al-

Harbi, 2015 ; Okokon et al., 2017).
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B) Indicateurs non enzymatiques présentés par le Malondialdéhyde

Les résultats présentés dans la figure (40), montrent une diminution trés significative de la
teneur des Malondialdéhyde (MDA) dans le tissu hépatique des souris traitées par la Vit C
(17.63 £ 6.07 moles/g de tissu), par ’EM/SV (26.53 £ 7.07 moles/g de tissu) et par ’TEM/LS
(39.25 £ 1.14 moles/g de tissu) et ca par rapport aux souris non traitées (Témoin) (64.78 +

7.14 moles/ g de tissu).

La production de malondialdéhyde (MDA) est un produit d'oxydation bien connu des acides
gras polyinsaturés, influencant la fluidité de la membrane cellulaire ainsi que l'intégrité des
biomembranes (Ercal et al., 2001 ; Almroth et al., 2005), et peut étre utilisé comme indicateur
de la peroxydation lipidique (Peixoto et al., 2013 ; Forman et al., 2015). La présente étude a
révélé des niveaux bas de MDA chez les groupes traités par nos extraits (EM/SV et EM/LYS),
suggeérant que ces derniers étaient capables de prévenir la peroxydation des lipides hépatiques

en augmentant le statut antioxydant.
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Figure 40. Dose du MDA au niveau du tissu hepatique des souris traitées par la Vit C (50
mg/kg), PEM/SV (100 mg/kg) et par ’EM/LS (100 mg/kg), comparées aux souris non

traitées (Témoin). Les valeurs sont les moyennes + SEM (n=6a 9).
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La peroxydation lipidique est supposée causer la destruction et I'endommagement des
membranes cellulaires, entrainer des changements dans la perméabilité et la fluidité de la
membrane et améliorer la dégradation des protéines chez la souris (EI-Megharbel et al.,
2014). Des études recentes sur le stress oxydant, ont montré que le traitement des souris ou
rats par CCl, ou le Paracétamol augmentait les niveaux de peroxydation lipidique désignée
par le taux élevé de production du MDA, indiquant ainsi une augmentation de la production
de radicaux libres dans le groupe traité par le Paracétamol ou CCl, (Dash et al., 2007; Arief et
al., 2010 ; Hamza et Al-Harbi, 2015; Okokon et al., 2017). Cependant, dans les groupes qui
ont recu des extraits ou substances purifiées de plantes, ils ont enregistré une diminution des
niveaux de MDA ce qui indique le r6le de ces extraits dans I’amelioration du statu

antioxydant des cellules hépatiques vis-a-vis la peroxydation lipidique.

4.3. Activité anti-inflammatoire des extraits EM/SV et EM/LS in vivo

L activité anti-inflammatoire des deux extraits EM/SV et EM/LS est évaluée dans cette étude
par I’estimation de I’effet anti-cedémateux des extrais c.-a-d. leur pouvoir a réduire ou inhiber
I’cedeme induit par le PMA a I’oreille des souris. En effet, I'application topique de PMA a la
peau d’oreille de souris induit une réponse inflammatoire, il peut activer une grande variété de
types de cellules qui peuvent contribuer a une inflammation aigué, ce qui entraine une
augmentation du gonflement des tissus epidermiques et de [linfiltration de cellules
inflammatoires (Joung et al., 2012). Alors que le traitement des souris par un agent anti-
inflammatoire va minimiser ou inhiber I’infiltration des cellules et par consequence il fait la

réduction du gonflement de I’cedeme.

Dans cette étude I'cedeme induit par le PMA a atteint plus de 15.00 £ 2.35 mg de poids et 0.26
+ 0.10 mm d’épaisseur. Le diclofénac (DCF) utilisée comme composé de référence a ete

capable de réduire le poids a 08.82 £ 1.98 mg et I’épaisseur a 0.11 £ 0.03 mm. Le poids
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d’cedeme a été également réduit par ’EM/SV et ’EM/LS en 09.73 + 0.39 et 10.27 £ 0.76 mg,
respectivement (Tableau 22). Ainsi, I’épaisseur est réduits en 0.13 + 0.03 et 2 0.15 £ 0.02 mm
par EM/SV et EMI/LS, respectivement. Ces réductions dans le poids et I’épaisseur d’cedeme
signifient que l'inflammation induite par le PMA est inhibée par les deux extraits EM/SV et
EM/LS lorsqu'ils sont injectés par voie intra-peritonéale, 1 heure avant l'application du PMA
d’une maniere comparable a céle de DCF. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par

Shaikh et al. (2016) et Garrido et al. (2004).

Tableau 22. Effet des extraits de plantes sur I'eedeme induit par le PMA dans l'oreille de la
souris, exprimé par: le poids d’cedéme en (mg), I’épaisseur d’cedéme en (mm) et le

pourcentage d’inhibition par apport au poids et I’épaisseur.

Edeme % d’inhibition
Lot Dose
Poids Epaisseur Poids Epaisseur
DCF 15 mg/kg 08.82 +1.98 0.11+0.03 36.67 £9.75 56.15 + 9.65
EM/SV 100 mg/kg 09.73+0.39 0.13+0.03 35.17 £ 2.57 50.96 + 10.1
EMI/LS 100 mg/kg 10.07 £ 0.59 0.15+0.02 32.89+3.93 41.54 £6.32

Les valeurs présentent les moyennes £ SEM (n = 6 a 7). Les comparaisons ont été effectuées
par rapport au Témoin; ***: p < 0.001.

La comparaison entre I’effet anti-cedémateux de nos extraits et celui de DCF montre que
EM/SV et EM/LS présentent une bonne activité anti-cedémateuse, ils ont provoqué des
réductions d’épaisseur (Figure 41, A) et de poids (Figure 41, B) trés significatives par apport

au témoin (p < 0.001).

Il est rapporté par plusieurs auteurs que les espéces de Salvia ont des propriétés anti-
inflammatoires certifiées par leur utilisation locale pour le traitement des plaies corporelles.
Par exemple, Baricevic et al. (2001) a étudié I'activité anti-inflammatoire topique des feuilles

de Salvia officinalis et a constaté que les extraits de solvant inhibaient I'cedéme chez les souris
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de maniére dose-dépendante et l'acide ursolique a été jugé responsable de l'activité anti-
inflammatoire apres enquéte chimique et pharmacologique. Dal-Pra et al. (2011) ont montré
que I’extrait méthanolique de Salvia officinalis a une activité anti-inflammatoire tres
puissante. Ces chercheurs ont attribue I’activité anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique a
leur richesse en composés phénoliques polaires tels que les acides rosmariniques, ursoliques,
caféiques et oleanoliques. Ainsi, Piccinelli et al. (2014), ont associé [I’activité anti-
inflammatoire de I’extrait éthanolique des feuilles de Salvia lachnostachys a la présence
d'acide oléanolique et ursolique ; deux tri-terpenes communs en Salvia, bien connus comme

agents anti-inflammatoires (Topgu, 2006).
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Figure 41. Comparaison de (A): I'épaisseur et (B) : le poids d’cedéme d’oreille provoqué par

le PMA chez les souris; non traitées (Témoin) et les souris traitées avec le DCF (15 mg/kg),
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traitées avec I’EM/SV (100 mg/kg) et traitées avec I’EM/LS (100 mg/kg). Les valeurs
présentent les moyennes + SEM (n = 6 a 7). Les comparaisons ont été effectuées par rapport

au Téemoin; ***: p <0.001.

Les graines de L. sativum possédent d'importantes activités anti-inflammatoires, anti-
pyrétiques, analgésiques et coagulantes (Al-Yahya et al., 1994). Les graines de L. sativum
contiennent des alcaloides, des glycosides cyanogenes (traces), des flavonoides, des tanins,
des glucosinolates, des stérols et des triterpénes et parmi ces composés il est constaté que
I’ensemble des flavonoides possedent une activité anti-inflammatoire (Gabor, 1972, Parmar et
Ghosh, 1980).
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03. Discussion générale

A I’issu de cette etude, I’extrait hydro-méthanolique (EHM) et ses trois fractions (FCh, FAc et
FAQ) des deux plantes S. verbenaca et L. sativum, sont trouves riches en composeés
phénoliques et en flavonoides. Les deux fractions non polaires FAc et FCh des deux plantes,
riches en flavonoides aglycones et glycosylés, ont montré de puissantes activités
antibactériennes vis-a-vis la croissance de 14 souches bactériennes pathogenes Gram-
positives et Gram-négatives. Leur activité a été exprimée en termes des diameétres des zones
d’inhibition compris entre 09.0 et 27.5 mm et en termes des CMI comprises entre 07.60 et
25.47 mg/ml. Ces deux fractions ont eégalement exhibé une excellente activité inhibitrice sur
la croissance de la levure Candida albicans avec des diamétres des zones d’inhibition de 24.0
a26.0 mm.

La FCh/LS et FAc/SV sont les seules ayant présenté une activité contre la croissance des
champignons filamenteux testés (A. flavus, A. niger, Penicillium sp et Fusarium sp). L’effet
de la FCh/LS est considéré fongicide sur les quatre champignons en inhibant la croissance et
la sporulation pour plus de 10 jours d’incubation (13.00 a 22.50 mm de diamétre). Alors que,
I’effet antifongique présente par la FAc/SV peut étre considéré fongicide sur Fusarium sp et
fongistatique sur Penicillium sp.

Kamatou et al. (2007) ont associé la forte activité antibactérienne de la plupart des especes
Salvia a la présence de quatre composés dans leurs extraits de solvant nommes: carnosol, 7-O-
méthylepirosmanol, acide oleanolique et son isomere I’acide ursolique. Selon Kamatou et al.
(2008), ces composés actifs ont déja eté détectés dans de nombreuses especes de Lamiaceae
en particulier le carnosol et I'acide ursolique. Kamatou et al., (2006), ont détecté I’acide
oleanolique et I’acide ursolique dans I’extrait de S. verbenaca. Plus tard, Ben Farhat et al.
(2013) ont detecté I’acide rosmarinique, I’acide caféique et le carnosol dans I’extrait

méthanolique de la partie aérienne de S. verbenaca et en quantités importantes notamment en
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acide rosmarinique (0.35 a 2.6 mg/g de poids sec) et en carnosol (0.023 a 0.39 mg/g du poids
Sec).

Une bonne correélation est observée dans notre étude, entre la teneur en polyphénoles totaux et
en flavonoides des fractions FAc et FCh et leur puissance antimicrobienne. Ceci qui indique
le grand role de ces composeés dans le processus d’inhibition de la croissance des bactéries et
des champignons testés. Certaines études ont indiqué que les composés phénoliques
contribuent de maniére significative dans l'activité antibactérienne des extraits de plantes
(Cushine et Lamb, 2005, Shan et al., 2007). Cette activité est expliquée par le fait que les
composés phénoliques plus oxydes peuvent éventuellement inhiber des enzymes par
interaction avec les groupements sulfhydryl ou par interactions plus spécifiques de la protéine
(Cushine et Lamb, 2005).

Pour les flavonoides, une grande quantité de ces composes est naturellement synthétisee par
les plantes pour lutter contre les infections bactériennes, donc il n'est pas surprenant qu'ils
présentent une activité antimicrobienne in vitro (Tsuchiya et al., 1996; Cushine et Lamb
2005). L activité antimicrobienne des flavonoides a été expliquée par leur capacité de former
des complexes avec des protéines extracellulaires solubles et avec la paroi cellulaire
bactérienne (Tsuchiya et linuma, 2000; Cushine et Lamb, 2005). Il est rapporté aussi que les
catéchines, peuvent exercer des effets antibactériens par I’inhibition de I'ADN gyrase
(Gradisar et al., 2007) et qu’ils sont capables de restaurer la sensibilité de la résistance
bactérienne aux antibiotiques tels que pour la tétracycline, les béta-lactames et pour les
inhibiteurs de la béta-lactamase (Roccaro et al., 2004; Stapleton et al., 2004).

Dans le cas des acides phénoliques, il est signalé que I'acide cinnamique et l'acide caféique
sont toxiques pour les microorganismes (Cowan, 1999). Les tanins en tant que phénols
polymeres hydrosolubles sont généralement présents dans les plantes herbacées et ligneuses

supérieures. Les tanins hydrolysables ont un potentiel antibactérien contre I’Helicobacter
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pylori et ils semble étre prometteurs dans I'éradication de la bactérie sans affecter le
microbiota intestinal (Funatogawa et al., 2004).

Les modes d'action antifongiques des composés phénoliques sont assez semblables a ceux
décrits pour les bactéries, concernant les dommages irréversibles de la membrane cellulaire et
la coagulation du contenu cellulaire. De plus, il existe des phénomenes supplémentaires qui
sont importants lorsqu’il s’agit de I’activité contre les levures. Le premier est I'établissement
d'un gradient de pH a travers la membrane cytoplasmique et le second est le blocage de la
production d'énergie des levures qui entraine une perturbation de la membrane cellulaire
(Djilani et Dicko, 2012).

Dans les tests utilisés pour évaluer I’activité antioxydante in vitro, les extraits des deux
plantes ont montré un effet scavenger plus puissant vis-a-vis le radical DPPH avec des ICs, de
08.56 a 72.51 pg/ml marquées par les ESV et de 21.51 a 114.11 pg/ml marquées par les ELS.
Les extraits des deux plantes ont eté également capables d’inhiber I’oxydation du p-carotene
durant les 48 d’incubation, notamment les ESV, qui ont enregistré des pourcentages
d’inhibition de 78.81 a 84.93 %. Aussi, les extraits des deux plantes ont exhibé de puissant
pouvoir réducteur du fer ferreux en fer ferrique marquant ainsi de moindres ECso comprises
entre 04.7 et 45.5 pg/ml pour les ESV et entre 21.5 et 135.0 pour les ELS. Concernant I’effet
chélateur du fer, les extraits polaires (EHM et FAQ) des deux plantes ont été plus actifs que
les extraits non polaires présentés par la FAc et la FCh. Les extraits des deux plantes ont
manifesté d’importante activité protectrice des globules rouges contre la peroxydation
lipidique et la lyse induite par I’AAPH, notamment les deux fractions FAC/LS et FAc/SV, qui
ont été plus actives que la vitamine ¢ (HTs= 185.5 min, 165.1 min et 143.6 min,
respectivement).

L'activité antioxydante des extraits peut étre attribuée a leur richesse en composés

phytochimiques notamment polyphénoliques. Cette contribution est bien certifiée par la
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bonne correlation trouvée entre I’activité antioxydante des différents extraits et leurs teneurs
soit en polyphénols totaux soit en flavonoides

Les résultats de I’activité antioxydante sont en accord avec plusieurs études ont enregistré une
corrélation entre l'efficacité antioxydante et la composition phénolique des espéces Salvia.
Ces études ont signalé que le carnosol, I'acide rosmarinique et I'acide carnosique avaient les
plus grandes activités antioxydantes et que l'acide rosmarinique et ses dérivés sont plus
susceptibles d'étre responsables de la plupart des activités antioxydantes des composants non-
diterpénoides dans les especes de Salvia dont S. verbenaca (Kamatou et al., 2010; Ben Farhat
et al., 2013; Kostic et al., 2015).

Concernant les extraits de L. sativum, les resultats sont en accord avec ceux trouvés par
Shirwaikar et al. (2011), qui ont testé I’activité antioxydante in vitro de I’extrait éthanolique
en utilisant six tests différents. Ils ont trouve que I’extrait de L. sativum présente un important
potentiel antioxydant qu’ils ont associé aux composés polyphénoliques et aux isoflavonoides
trouvés dans leur extrait.

In vivo, les deux extraits EM/SV et EM/LS ont été capables d’améliorer la capacité
antioxydante totale du sang des animaux par la dose 100 mg/kg du poids corporel en
provoquant un prolongement tres significatif du temps de la demi-lyse (HTs). Egalement, ces
deux extraits ont amélioré la capacité antioxydante du plasma (CAP) déterminée par le test
DPPH et le pouvoir réducteur du fer. Au niveau du tissu hépatique les deux extraits ont
augmenté l'activité de la catalase et ont diminué le taux sérique de MDA ce qui suggére que
les deux extraits EM/SV et EM/LS ont une activité antioxydante in vivo et sont capables
d'améliorer le statu antioxydant dans le systéme biologique.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire in vivo a montré que I’EM/SL et I’EM/SV ont
provoqué des réductions trés significatives de I’épaisseur et du poids d’cedemes, comparées au

témoin et au diclofénac (DCF).
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Conclusion et perspectives

En conclusion, on peut considérer les deux plantes étudiées; S. verbenaca et L. sativum, sont
deux sources trés riches en molécules bioactives de valeurs thérapeutiques trés importantes.
Ces composés phytochimiques sont contribués seuls ou en collaboration dans les différentes
activités exercées, antimicrobiennes, antioxydantes (in vitro et in vivo) et anti-inflammatoires
in vivo des extraits des deux plantes. Donc, toujours il faut prendre en considération I’effet
synergique ou antagoniste de la diversité des constituants majeurs et mineurs présents dans les
extraits et que la plupart des composes antioxydants et antimicrobiens naturels actent souvent
de maniére synergique entre eux pour produire un large spectre de propriétés antioxydantes
qui créent un systeme de défense efficace contre les radicaux libres et un large spectre

d’activités antimicrobiennes pour tuer ou au moins empécher la croissance des microbes.

Donc, cette étude est préliminaire surtout en ce qui concerne la plante S. verbenaca. Pour
cette raison, des études complémentaires approfondies doivent étre menées pour les fins
suivantes: (1) mieux comprendre les molécules impliquées dans chacune des activités
observées et leurs mécanismes d’action, (2) isoler et caractériser les composes actifs dans les
extraits des plantes par des méthodes spécifiques, (3) déterminer la sécurité d’utilisation
thérapeutique (toxicité aigue, subaigle, chronique et sub-chronique). (4) confirmer les
différentes propriétés pharmacologiques des plantes in vivo en utilisant différentes méthodes

d’étude.
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Résumé

La présente étude a été réalisée pour évaluer les propriétés antimicrobiennes, antioxydantes et anti-inflammatoires des extraits de la partie
aérienne de Salvia verbenaca (ESV) et des graines de Lepidium sativum (ELS). La quantification des polyphénols et des flavonoides dans
les ESV et ELS a donné des teneurs treés importantes notamment dans la FAc/SV. Les deux fractions FAc et FCh des deux plantes ont
montré une activité antibactérienne puissante contre 14 souches bactériennes pathogénes, Gram+ et Gram-, soit en termes des DI (09.0 a
27.5 mm) soit en termes des CMI (07.60 et 25.47 mg/ml). Ces deux fractions ont également exhibé une excellente activité contre la levure
C. albicans avec des DI compris entre 24.0 et 26.0 mm. La FCh/LS et FAc/SV ont été les seules actives contre la croissance des
champignons filamenteux testés. Cependant, la FCh/LS a présenté un effet fongicide exprimé par I’inhibition de la germination des
champignons pour 10 jours d’incubation. A I’issue des tests d’activité antioxydante in vitro, les ESV et ELS ont montré un effet scavenger
tres puissant du radical DPPH avec des ICs, de 08.56 a 72.51 pg/ml pour les ESV et de 21.51 a 114.11 pg/ml pour les ELS. lls ont
également inhibé ’oxydation du B-caroténe, notamment les ESV, qui ont marqué des 1% de 78.81 a 84.93 %. Aussi, les ESV et ELS ont
exhibé de puissant pouvoir réducteur du fer marquant ainsi de moindres ECsy, 04.7 a 45.5 pug/ml pour les ESV et 21.5 a 135.0 pg/ml pour
les ELS. Pour la chélation du fer, ’EHM et la FAq (polaires), ont été plus actifs que les fractions non polaires. D’autre part, les ESV et ELS
ont manifesté d’importante activité contre la lyse induite par I’AAPH, notamment la FAcC/LS et la FAc/SV (HTs,= 185.5 et 165.1 min,
respectivement). In vivo, I’administration aiglie d’EM/LS en deux doses, 2 et 5 g/kg du PC n’a produit aucun effet néfaste ou cas de
mortalité chez les souris, tandis que, ’TEM/SV était presque toxique avec la dose 5 g/kg. La dose 100 mg/kg d’EM/SV et d’EMI/LS, a induit
une amélioration significative de la CA totale du sang et du plasma des souris. Cette dose a significativement amélioré I’activité CAT et
réduis le taux du MDA dans le tissu hépatique. Enfin, en ce qui concerne I’activité anti-inflammatoire, ’EM/SV et I’'EM/LS ont présenté un
bon effet anti-cedémateux, ils ont provoqué des réductions tres significatives d’épaisseur et de poids d’cedémes par apport au témoin.
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