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Abstract

The present study was devoted to evaluate the in vitro antioxidant and antibacterial properties,
the in vivo anti- inflammatory activities of the aqueous (Ag. E) and methanolic (Met. E)
extracts of the aerial part of Plantago lanceolata L. The obtained results showed that
methanolic extract is richer on total polyphenols, flavonoids and tannins. The orally
pretreatment of rats with 200 or 400 mg/kg of Aq. E, prevents significantly the paw edema
induced by A carrageenan from the 4™ hour with an inhibition percent of 82 % and 84 %
respectively. These effects are higher than that of the Met. E but similar to those of aspirin
used as an anti-inflammatory standard. On the other hand, the local treatment of mice with 2
mg/ear of Ag. E or Met. E, inhibited ear inflammation induced by croton oil with 77% and
89% respectively. These values are better than those obtained with indomethacin used as
reference. The antioxidant potential of the two extracts was evaluated using the DPPH test,
the metal chelating assay and reducing power tests. Compared to the synthetic antioxidant
BHT, both extracts exhibited high antiradical activity against the free radical DPPH, with 1Csg
of 38.94 + 0,83 and 66,44 + 1.04 pg/ml for Aq E. and Met E respectively. The Ag. E and
Met. E have also, a good chelating activity with ECsp of 53.61 £ 1.51 and 105.78 + 14.56
mg/ml respectively. These values are lower than that of standard chelator (EDTA). Both
extracts showed a good concentration dependent reducing power. The antibacterial effect of
Ag. E and Met. E was determined by agar diffusion assay toward ten bacterial strains. The
obtained results revealed that Ag. E has the broadest spectrum of activity because it inhibited
the growth of 4 strains (Proteus mirabilis ATCC 35659, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Salmonella typhimurium ATCC 13311 and Bacillus cereus ATCC 10876) causing
inhibition zones of 8-22 mm. While Met. E inhibited the growth of 3 strains (Listeria
monocytogenes ATCC 15313, Salmonella typhimurium ATCC 13311 and Proteus mirabilis
ATCC 35659) with inhibition zones of 8-17 mm. In conclusion, aqueous and methanolic
extracts of aerial parts of Plantago lanceolata L. have anti- inflammatory, antioxidant and
antibacterial activities which supports the traditional medicinal use of this plant.

Key words: Oxidative stress, antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial, Plantago lanceolata
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Résumé

Les propriétés antioxydantes et antibactériennes in vitro et anti-inflammatoires in vivo de
I’extrait aqueux (E. Ag) et méthanolique (E Met) de la partie aérienne de Plantago lanceolata
L. ont éte évaluées dans la présente étude. Les dosages ont montré que I’E. Met est plus riche
en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins. Le prétraitement par voie orale des rats
par 200 ou 400 mg/kg d’E. Aq prévient de facon significative 1’cedéme de la patte induit par
la carragénine a partir de la 4°™heure avec 82% et 84% d’inhibition respectivement. Ces
effets sont supérieurs a ceux de I’E. Met mais trés proches de ceux de I’aspirine utilisée
comme anti-inflammatoire de référence. D’une autre part, le traitement local des souris par 2
mg/oreille d’E. Aq ou Met a inhibé I’inflammation induite par I’huile de croton avec 77% et
89% respectivement. Ces valeurs sont supérieures a celles obtenues avec 1’indométacine
utilisée comme produit de référence. Le potentiel antioxydant des deux extraits a été évalué en
utilisant les tests de DPPH, la chélation des métaux et le pouvoir réducteur. En comparaison
avec I’antioxydant de synthése (BHT), les deux extraits ont exhibé une forte activité anti-
radicalaire vis-a-vis du radical libre DPPH avec des ICso de 38.94 + 0,83 et de 66,44 + 1.04
ug/ml pour I’E. Aq et I’E. Met respectivement. Ces extraits ont donné aussi une bonne activité
chélatrice avec des ECsy de 53.61+1.51 et de 105.78 + 14.56 pg/ml respectivement. Cette
activité demeure plus faible que celle de ’EDTA. De méme, les deux extraits ont présenté un
bon pouvoir réducteur concentration dépendant. L’effet antibactérien des deux extraits a été
déterminé sur 10 souches bactériennes par la méthode de diffusion sur I’agar. L’E. Aq
possede le spectre d’activité le plus large du fait qu’il a inhibé la croissance de 4 souches
(Proteus mirabilis ATCC 35659, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella
typhimurium ATCC 13311 et Bacillus cereus ATCC 10876) avec des zones d’inhibition allant
de 8 a 22 mm. Tandis que I’E. Met n’était actif que sur 3 souches seulement (Listeria
monocytogenes ATCC 15313, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Proteus mirabilis
ATCC 35659) avec des zones d’inhibition de 8 a 17 mm. En conclusion, les extraits aqueux et
méthanolique de Plantago lanceolata L. ont des effets anti-inflammatoire, antioxydant et

antimicrobien qui supportent 1’'usage de cette plante en médecine traditionnelle.

Mots clés: Stress oxydant, antioxydant, anti-inflammatoire, antibactérien, Plantago lanceolata
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INTRODUCTION

L’inflammation est une réaction normale du corps suite a un traumatisme, une infection ou
une attaque par un corps étranger, elle intervient dans une multitude de circonstances et de
maladies dont I’expression clinique et la gravité sont tres variées. De méme, le stress oxydant
qui est généreé par le déséquilibre entre les systémes pro-oxydants et les antioxydants, au profit
des premiers est aussi impliqué dans de nombreuses pathologies. La supplémentation par les
antioxydants devient une nécessité. Mais I’utilisation des antioxydants de synthese présente
des effets indésirables sur la santé humaine. De méme, la plupart des anti-inflammatoires
commercialisés présentent plusieurs effets secondaires néfastes.

Par ailleurs, la maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de
nombreuses bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques, ce qui pose
un grand probléme de santé publique. A cet égard, ’homme s’est orienté vers la phytothérapie
pour découvrir empiriqguement les moyens de préserver sa santé.

La phytothérapie est utilisée depuis longtemps dans le secteur de la médecine traditionnelle.
Le traitement par les plantes se trouve facilité par le fait que cette pratique est intimement liée
aux coutumes et traditions des pays et des peuples. Les traitements traditionnels a base de
plantes ont été toujours utilisés sans savoir a quoi étaient dus leurs effets bénéfiques, mais
actuellement plusieurs recherches a travers le monde se sont orientées vers la valorisation des
substances biologiquement actives afin d’établir des régles scientifiques pour 1’usage de ces
plantes.

C’est dans cet objectif que s’inscrit notre travail et qui consiste a évaluer ’activité anti-
inflammatoire, antioxydante et anti-bactérienne des extraits de la partie aérienne de Plantago
lanceolata L. connu en Algérie sous le nom de Lissan-El-Haml. Cette plante est connue en
médecine traditionnelle pour ces vertus astringentes, cicatrisante, anti-inflammatoires et
antitussives. La tradition attribue a cette plante des propriétés antiseptiques, émollientes
(calmant la peau) et vulnéraires (qui guérit les blessures) qui justifient son usage sur les
plaies, les contusions et les ulceres cutanés.

Notre étude expérimentale comporte:

* Préparation des extraits méthanolique et aqueux de la partie aérienne de la plante.

* Détermination de la teneur en polyphénols totaux, flavonoides et tannins de ces extraits.

* Evaluation de D’effet antiinflammatoire des extraits sur 1’cedéme de 1’oreille induit par
I’huile de croton chez la souris et de la patte induit par la carragénine chez le rat.

* Activité antioxydante (test du DPPH, chélation du fer ferreux, pouvoir réducteur).

* Activité antibactérienne évaluée par la méthode des disques sur 10 souches.
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I. INFLAMMATION

L’inflammation est une réponse naturelle des tissus vivants vascularisés a une agression
physique, chimique ou biologique. Elle nécessite une régulation fine, généralement bénéfique,
car son but est d’¢liminer I’agent pathogene et de réparer les 1ésions tissulaires (Bourkhiss et
al., 2010). Mais elle peut engendrer des dommages irréversibles suite a une régulation
défectueuse et générer plusieurs processus pathologiques. Si I’inflammation est mal controlée,
elle peut s’étendre au reste de 1’organisme via la circulation sanguine et conduit alors a des
dommages tissulaires irréversibles locaux ou généralisés, parfois méme a un choc septique
entrainant dans les cas les plus graves le déces (Nathan, 2002 ; Tracey, 2002 ; Barton, 2008).
L’inflammation peut étre aigue ou chronique. La premiere se manifeste immédiatement apres
I’intrusion du micro-organisme et dure jusqu’a 48 heures. Elle se traduit cliniquement par
I’cedéme, la rougeur, la douleur et la chaleur. C’est la réponse typique du systéme immunitaire
inné (Russo-Marre et al., 1998). Toutefois, si la réaction inflammatoire n’est pas contrdlée,
elle peut évoluer pour donner I’inflammation chronique a laquelle plusieurs maladies peuvent
étre liées. L’ Asthme, 1’Alzheimer, le diabete type 2 en sont des exemples (Ferguson, 2010 ;
Roifman et al., 2011).

Le déroulement de la réaction inflammatoire (Figure 1) comporte initialement une phase
locale immédiate suite a un signal de danger d’origine endogene ou exogene, et qui met en jeu
des effecteurs primaires, une phase d’amplification avec la mobilisation et 1’activation
d’effecteurs secondaires, et une phase de résolution qui tend a restaurer 1’intégrité du tissu

agressé (Regnault, 1992; Barton, 2008).

I.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de courte durée (quelques jours a quelques
semaines), d’installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes vasculo-
exsudatifs intenses. Elle se traduit par les quatre symptémes cardinaux et elle peut également
s’accompagner d’atteintes fonctionnelles régionales selon la gravité de 1’agression (Botting et
Botting, 2000). Les étapes de la réponse inflammatoire aigue (Figure 2) sont toujours les

méme, quel que soit le stimulus inflammatoire et le tissu enflammeé.
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Figure 1. Diagramme général de la réaction inflammatoire selon Laurent, 1987, avec quelques
adaptations. L’agression cause des lésions tissulaires et vasculaires, ce qui entraine la libération de
médiateurs chimiques tel que I’histamine et le PAF. Ces médiateurs provoquent la vasodilatation et
augmentent la perméabilité vasculaire engendrant 1I’exsudation plasmatique et un cedéme local. Les

neutrophiles migrent ensuite vers le foyer de I’inflammation.
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Figure 2. Phase précoce du processus inflammatoire suite a une infection (Parham, 2003)

1.1.1. Phase vasculaire

Suite a une lésion tissulaire, les plagquettes sont activées favorisant ainsi la libération de
médiateurs (facteurs vaso-actifs) comme la sérotonine et I’histamine (figure 3). Les
plaquettes produisent également des cytokines et des facteurs de croissance actifs sur la phase
vasculaire et le recrutement et 1’activation des cellules inflammatoires. Cette activation des
plaquettes constitue la premiere étape de la phase vasculaire (Steinhubla, 2007). Les
mastocytes résidents qui peuvent aussi étre activés par un trés grand nombre de stimuli, sont
également susceptibles d’initier la réaction inflammatoire (Botting et Botting, 2000).
L’activation de la cascade de coagulation et du systéme du complément conduit a la
génération de divers médiateurs doués d’activités vasodilatatrice et chimioattractante comme
le facteur XI1, la fibrine, la bradykinine, C3a et C5a (Fauve et Hevin, 1998). La libération de
facteurs vasoactifs entraine une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité
vasculaire et par conséquent 1’exsudation plasmatique (Autier et al., 2004). L’augmentation
du débit micro-circulatoire au niveau du site enflammé explique partiellement I’apparition de
la chaleur et de la rougeur. L’exsudation plasmatique induit un cedéme par distension des
tissus et provoque une hyper-pression sur les terminaisons nerveuse locales, ce qui explique
les sensations de tuméfaction et de douleur (Weill et al., 2003).

Les facteurs vasoactifs, additionnés de facteurs chimiotactiques et de I’expression des
molécules d’adhérence favorisent le recrutement des cellules inflammatoires dans le foyer

Iésionnel et déclenchent ainsi la phase cellulaire (Autier et al., 2004).
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Figure 3. La phase d’initiation (Prin et al., 2009).

1.1.2. Phase cellulaire

L’exsudation plasmatique permet I’apparition de plusieurs substances dans les espaces
extravasculaires : anticorps, substances bactéricides, facteurs de coagulation, composants du
complément, interleukines, interférons et des dérivés de 1’acide arachidonique. Ceci conduit a
un afflux extravasculaire des leucocytes attirés par les chimio-attractants existants dans
I’exsudat et ceux libérés au niveau du site enflammé (Schoroderet, 1992). Cet afflux consiste
en une marginalisation des leucocytes grace a 1’expression d’adhésines au niveau des cellules
endothéliales et des leucocytes activés (Fauve et Hevin, 1998). Ceci permet I’interaction entre
I’endothélium et les phagocytes, notamment les polynucléaires neutrophiles (PMNs) et les
monocytes, et leur passage a travers les cellules endothéliales contractées sous 1’effet de
certains médiateurs inflammatoires vers le site enflammé. Les monocytes achévent leur
différentiation en macrophages et amorcent avec les PMNs la phagocytose des agents
extérieurs et/ou des débris cellulaires. De nombreuses protéases (collagénase, élastase) et des

radicaux libres dérivés sont produits au cours de la phagocytose (Fauve et Hevin, 1998).



1.1.3. Phase de résolution

Des signaux anti-inflammatoires sont produits pour conduire a la résolution de
I’inflammation. Des lipides, telles que les lipoxines générées par les lipo-oxygénases a partir
de Dl’acide arachidonique, les protectines et les résolvines jouent un rdle majeur dans la
promotion de la résolution du processus inflammatoire et de la réparation tissulaire (Serhan et
Savill, 2005 ; Serhan, 2007). Les lipoxines, sécrétées par les macrophages, stoppent 1’influx
des neutrophiles, facilitant la phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les macrophages
et permettant le recrutement de monocytes afin d’¢éliminer les cellules apoptotiques et les
débris cellulaires (Serhan et Savill, 2005). Les macrophages, les neutrophiles et les cellules
épithéliales libérent les inhibiteurs de protéases, inactivant ainsi les protéases sécrétées par les
neutrophiles lors de la phase aigiie de la réponse inflammatoire (Ashcroft et al., 2000).

Le systéme nerveux joue également un role important dans 1’arrét de I’inflammation. Le
systtme nerveux parasympathique induit ’activation des macrophages via la libération
d’acétyl choline, son principal neurotransmetteur (Tracey, 2002). Cette action pourrait étre
liée a la diminution de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-1 et IL-18) et de
I’induction de I’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire (Borovikova et al., 2000).

La réparation des tissus fait intervenir les macrophages, les cellules endothéliales et les
fibroblastes (Eming et al., 2007). Les agents agresseurs sont éliminés par les polynucléaires et
les produits de dégradation et les débris cellulaires sont phagocytés. La réparation de
I’endothélium est assurée par les cellules endothéliales, mais si ’atteinte est plus sérieuse et
entraine une destruction tissulaire, ce sont surtout les fibrocytes puis les fibroblastes qui
produisent les protéines de la matrice intercellulaire comme le collagéne, la fibronectine et la
laminine, qui permettent la reconstruction des tissus. Le systéme d’angiogenese est ainsi

remis au repos et la réaction inflammatoire va s’éteindre (Weill et al., 2003).

1.2. Inflammation chronique

C’est une inflammation qui n’a aucune tendance a la guérison spontanée et qui évolue en
persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années.

A la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigue, les phases vasculaires et
cellulaires ne se succedent pas mais coexistent tout au long de I’évolution de cette
inflammation. Des phénomeénes de destruction tissulaire et de tentative de réparation sont
également présents. Les macrophages sont I’élément essentiel de ’infiltration cellulaire vers

le site inflammatoire (Weill et al., 2003).



On peut distinguer plusieurs circonstances de survenue des inflammations chroniques :

» Les inflammations aigues évoluent en inflammations prolongées subaigties et chroniques
lorsque I’agent pathogene initial persiste dans les tissus ou lorsqu’une inflammation aigue
récidive de facon répétée dans le méme organe.

» Les inflammations peuvent parfois se manifester d’emblée sous une forme apparemment
chronique. La phase aigue vasculo-exsudative est passe inapergue car breve ou
asymptomatique. C’est surtout le cas des maladies auto-immunes.

> |l est aussi possible que la chronicité apparait spontanément (Ferguson, 2010) et que cette
inflammation se perpétue en 1’absence de tout agent pathogéne telle que I'inflammation du

tissu adipeux (Poitou et Clément, 2005).

1.3. Médiateurs de I’inflammation

Le déclenchement et le maintien de I’inflammation, ainsi que sa diffusion au niveau du foyer
initial font appel a des facteurs synthétisés localement ou a I’état inactif au niveau systémique
dont certains sont pro-inflammatoires et d’autres anti-inflammatoires. Un déséquilibre entre
ces deux groupes de médiateurs conduit a la chronicité de la réaction inflammatoire et a la
destruction des tissus enflammeés. Les principaux médiateurs chimiques cellulaires sont:

* Amines vaso-actives (histamines et sérotonine): libérées par les mastocytes, les
polynucléaires basophiles et les plaquettes. Elles provoquent la vasodilatation et
I’augmentation de la perméabilité vasculaire (Sanchez-Munoz et al., 2008).

* Eicosanoides (dérivés de 1’acide arachidonique). Les leucotriénes augmentent la
perméabilité capillaire et exercent une chimioatractivité sur les polynucléaires, tandis que les
prostaglandines produisent une vasodilatation locale, favorisent I’cedéme et [’afflux
leucocytaire (Moulin, 1998). Les thromboxanes stimulent les mécanismes de ’agrégation
plaquettaire (Diouf, 1991).

* Molécules d’adhésion: permettent le ciblage du foyer inflammatoire par les cellules
immunitaires. Elles sont exprimées par les vaisseaux du foyer inflammatoire et retiennent les
cellules sanguines comportant le ligand correspondant (Sanchez-Munoz et al., 2008).

* Cytokines: elles sont produites par de nombreuses cellules comme les lymphocytes T, les
macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales, les plaquettes ou méme par les
cellules épithéliales (Capron, 1998). Elles peuvent étre pro-inflammatoires (interleukine (IL) :
IL-1B, IL-6, ou le TNFa) ou anti-inflammatoires (IL-10). Les cytokines sont responsables de
la médiation de I’immunité innée, de la régulation, de I’activation, de la croissance et de la
différenciation des lymphocytes, ainsi que de la stimulation de I’hématopoic¢se (Henrotin et

al., 2001; Sanchez-Munoz et al., 2008).



* Neuropeptides: dont le principal est la substance P. De nombreuses cellules possédent des
récepteurs membranaires pour la substance P a savoir les cellules endothéliales, les
lymphocytes, les macrophages, les mastocytes et les fibroblastes. Elle augmente la
perméabilité vasculaire, stimule le chimiotactisme des neutrophiles et la production de
prostaglandines, induit la dégranulation des mastocytes et la libération de I’histamine. La
substance P stimule aussi 1’angiogenese et la prolifération des kiratinocytes, des cellules
endothéliales, des cellules musculaires lisses et des fibroblastes (Tanaka et al., 1988 ; Ziche et
al., 1990 ; Henrotin et al., 2001).

* PAF (Platelet Activating Factor): il stimule I’agrégation plaquettaire, augmente la
perméabilité vasculaire et active les leucocytes (Hosford et Braquet., 1990 ; Henrotin et al.,
2001).

* Les Kkinines: ce sont des polypeptides plasmatiques phlogogénes, dont la plus active est la
bradykinine. Elles entrainent une activation de la phospholipase A2, une irritation des fibres
sensorielles au niveau lésionnel. La bradykinine favorise la vasoconstriction (Diouf, 1991;
Henrotin et al., 2001).

* Complément: regroupe des protéines sériques, dont beaucoup sont des protéases, activées
par les deux voies enzymatiques classique et alterne qui forment la séquence terminale
d’¢léments lytiques C5 a C9. Au cours de I’inflammation aigue, une troisiéme voie
d’activation du complément est possible et permet la production des anaphylatoxines. Le
systeme de complément induit 1’opsonisation qui facilite la phagocytose et la lyse des micro-
organismes pathogenes, mais aussi I’activation des cellules inflammatoires. Le C3a et C5a
augmentent la perméabilité vasculaire, stimulent le chimiotactisme des neutrophiles, la
production de leucotriéne, la dégranulation des mastocytes, la libération d’histamine et enfin
activent la formation des espéces reactives de 1’oxygene. (Henrotin et al., 2001).

* Systeme coagulation/fibrinolyse: permet la formation du caillot afin de limiter le foyer
inflammatoire et constitue une matrice sur laquelle les cellules immunitaires peuvent se

déplacer (Sanchez-Munoz et al., 2008).

I.4. Anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires sont une classe thérapeutique largement utilisée en médecine, pour la
gestion des états fébriles et inflammatoires. Leurs administrations lors du processus

inflammatoire permettent une gestion symptomatique et non éetiologique.



1.4.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les plus
utilisées dans le monde. Leurs propriétés antalgique, anti-inflammatoire et antipyrétique
forment 1’intérét de leur administration lors du processus inflammatoire. Leurs intéréts
bénéfiques sont cependant limités par leurs effets indésirables graves, principalement digestifs
(ulcéres gastroduodénaux) et a un moindre degré rénaux (Lahmidani et al., 2012).
L’impossibilité¢ de dissocier les effets thérapeutiques des AINS de certains de leurs effets
indésirables s’explique par leur mécanisme d’action (Blain et al., 2000; Lahmidani et al.,
2012). En effet, les AINS inhibent compétitivement la biotransformation de I’acide
arachidonique en prostaglandine H2 (PGH2) par la voie de la cyclooxygénase (figure 4).
Cette inhibition rend impossible la transformation de PGH2 en prostanoides par les
isomeérases spécifiques a la cellule (Blain et al., 2000).

La cyclo-oxygenase existe sous deux formes: la cyclo-oxygenase 2 (COX-2) et la cyclo-
oxygenase 1 (COX-1). La COX-2 est inductible, sa synthése est stimulée par le TNFa et
I’interleukine 1 et c’est elle qui est impliquée dans les phénomeénes liés a I’inflammation et
dans quelques processus associés a la prolifération cellulaire et est responsable des effets
pharmacodynamiques des AINS. Au contraire, la COX-1 est une enzyme constitutive présente
dans la plupart des tissus et intervient dans la protection de la muqueuse gastrique,
I’agrégation plaquettaire, 1’homéostasie vasculaire et le maintien de 1’équilibre hydrosodé
(Blain et al., 2000 ; Corrado et al., 2009). L’inhibition de la COX1 (par manque de spécificité
d’action) lors de [I’utilisation des AINS est la cause des effets indésirables de ces

médicaments. Ceci nécessite la mise au point d’AINS COX-2 sélectifs.
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Figure 4. Inhibition des cyclo-oxygénases par I'aspirine et les AINS (Demoly, 2007).



1.4.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou glucocorticoides sont des molécules dérivées
d’une hormone naturellement sécrétée par le cortex surrénale ou hémi-synthétisés a partir
d’extraits animaux ou végétaux. IIs ont des propriétés anti-inflammatoires et antalgiques, mais
également immuno-suppressives (Dangoumau, 2006).

En outre, les glucocorticoides diminuent fortement la migration des polynucléaires,
monocytes-macrophages vers le site inflammatoire ainsi que la production d’autres
médiateurs comme 1’histamine, la sérotonine, la bradykinines, les cytokines, les ions
superoxydes (figure 5). lls sont également responsables de la diminution de la perméabilité
capillaire et a I’augmentation de 1’activité des ostéoclastes, ce qui conduit a la fragilisation des
os (Coyen, 1990, Lechat, 1990 ; Dangoumau, 2006). Ces troubles peuvent étre aigues
(hypertension arterielle, dérégulation de la synthese naturelle de glucocorticoides, ulcere
gastroduodénal...etc.) ou chroniques tel que 1’ostéoporose, les cataractes et la prise de poids

(Henzen, 2003).
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Figure 5. Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998).

1.4.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Afin de réduire les effets secondaires des anti-inflammatoires commercialisés, le recours aux
produits naturels (particulierement les plantes médicinales) s’impose comme une piste tres
importante a explorer pour avoir des médicaments efficaces et a moindre effets secondaires.
L’activité anti-inflammatoire des plantes médicinales est due a leur contenu en métabolites
secondaires bioactifs, tels que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les coumarines les

terpénes...etc. Ces substances actives peuvent agir a plusieurs niveaux de la réaction



inflammatoire en inhibant le métabolisme de I’acide arachidonique (tout en bloguant les voies
de la cyclooxygénase et la lipoxygénase), les mécanismes de transduction du signal impliqués
dans I’activation des cellules inflammatoires, la synthése des cytokines pro-inflammatoires,
I’expression des molécules d’adhésion, I’activation du facteur nucléaire kappa-B et la

production des espéces oxygénées réactives (Duwiejua et al., 1993).

Il. LE STRESS OXYDANT

Le stress oxydant est 1’altération de I’homéostasie redox cellulaire induite soit par une
production excessive d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) ou d’azote (RNS) soit par une
déplétion des capacités de défenses antioxydantes par une carence d’apport et/ou de
production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008).

A faibles concentrations, les ROS exercent des effets physiologiques et jouent des roles
importants dans I’organisme. En effet, les ROS sont les médiateurs de multiples fonctions de
signalisation et de transcription essentielles pour le fonctionnement normal et la survie des
cellules, ainsi que de la programmation de leur élimination. Dans des circonstances
pathologiques, ou sous [’action de certains facteurs exogénes, une surproduction de ces
espéces est possible. Dans ce cas, Les ROS peuvent endommager la structure des
macromolécules (acides nucléiques, protéines, lipides et glucides), générer de nouveaux
produits oxydants et provoquer une cytotoxicité (Sayre et al., 2005). L’intensité de ces
dommages est proportionnelle au taux de production des ROS, leur durée d’action ainsi que
des outils de défense spécifique présents dans les tissus attaqués (Bloomer et Fisher-
Wellman., 2008).

I1.1.Espéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de 1’oxygéne ROS (tableau 1) sont des substances chimiques (atomes,
molécules) incluant les radicaux libres possédant au moins un électron libre sur la couche
externe (radical hydroxyl OH', superoxyde O, le radical peroxyl ROO) et les dérivés non
radicalaires, dont la réactivité est trés élevée comme le peroxyde d’hydrogene H,Op,
I’oxygeéne singulet 10, et ’acide hypochloreux HOCI (Cuzzocrea et al., 2001 ; Chu et al.,
2010).

A cause de leur hyperréactivité, ces radicaux libres ont une demi-vie trés courte (quelques
millisecondes a quelques nanosecondes. Cette reactivité dépendra des éléments en présence:
si un radical rencontre un autre radical, le produit sera un non radical (A"+B°*—AB). Si un

radical rencontre un non radical, un nouveau radical sera formé (A'+B—A+B") et donnera



naissance a une chaine qui continuera jusqu’a ce que le radical rencontre un autre radical ou
un antioxydant (Finaud et al., 2006).

Les especes reactives azotées RNS ont été définies comme un sous-groupe d’oxydants dérivés
de I’oxyde nitrique ou monoxyde d’azote (NO) (figure 6) comme le radical monoxyde
d’azote (NO), I’anion peroxynitrite (ONOQ") et le radical dioxyde d’azote (NOy) (Simon et
al., 2000).

Tableau 1 : Espéces réactives de I’oxygéne (Kohen et Nyska, 2002).

Nom Symbole

Especes radicalaires

Oxygeéne (bi-radical) 0,
Anion superoxyde 0,
Radical hydroxyle OH’
Radical peroxyle ROO’
Radical alkoxyle RO’
Monoxyde d’azote NO’
Especes non radicalaires
Peroxyde d’hydrogene H,0,
Peroxyde organique ROOH
Acide hypochlorique HOCI
Ozone (OF}
Aldéhydes HCOR
Oxygeéne singulet 0,
Peroxynitrite ONOO
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Figure 6. Espéces réactives de I’oxygéne et de I’azote intervenant dans le phénoméne du stress

oxydant (Favier, 1997).



IT .1.1 Principales Espéces réactives de ’oxygeéne

L’oxygene est normalement transformé en molécules d’eau au niveau de la chalne respiratoire
(mitochondries). Ce processus n’est toutefois pas parfait car 2 a 5% de 1’oxygene est
consommeé et transformé en Oz« par une réduction univalente et de ce fait il en résulte une
production inévitable d’intermédiaires trés réactifs (Pincemail et al., 2001 ; Finaud et al.,

2006).

I1.1.1.1. Radical superoxyde (O2°-)

Le radical superoxyde est 1’espéce réactive la plus fréquente dans 1’organisme. Il est
principalement formé au niveau de la chaine de transport des électrons, au niveau des
complexes | et 11l de la membrane interne des mitochondries, sous I’influence du coenzyme
Q10 réduit, de la NADH-déshydrogénase en présence d’oxygene (Sayre et al., 2005).
O,+1e— 0Oy

Il est également formé sous l'influence de métalloenzymes endommagées ou altérées par
mutation génétique, et peut étre produit par des NADPH oxydases au niveau des membranes
des cellules du systéme immunitaire ou il contribue a 1’action bactéricide. La réactivité du
radical superoxyde est limitée et son action sera plus le résultat des produits beaucoup plus

agressifs qui en dérivents, en particulier le radical hydroxyle (OH¢) (Lamprecht et al., 2004).

I1.1.1.2. Peroxyde d’hydrogéne (H,O,)
Sous I’action de la superoxyde dismutase (SOD), le radical superoxyde O," est réduit en

peroxyde d’hydrogene (réaction 1). Ce dernier bien que n’étant pas un radical libre, joue un
role important dans le stress oxydant. Il est non ionisé et de faible charge ce qui facilite sa
diffusion a travers les membranes cellulaires. Le H,O, est le précurseur du OHe selon les
réactions de Fenton/Haber-Weiss (réaction 2, 3, et 4). Comme il peut donner I’acide
hypochloreux (réaction 5) en présence de myéloperoxydases.

20,"+2H" - H,0, + O (1)

H,0,+ Fe** — OH +OH +Fe**  (2)
H,0,+ Cu"+ —» Cu* + OH + OH™  (3)
H,0,+ 02"+ - OH + O, + OH’ 4

H,O, — HOCl — 10, + CI 5)
Le H,0, peut dans certaines conditions favoriser le systeme antioxydant en se transformant en
H,O et O, en présence de la catalase ou en H,O en présence de la glutathion peroxydase
(Biesalski et al., 2001). A faible concentration, le H,O; active la signalisation et pourrait étre



impliqué dans des réponses physiologiques comme celle du cycle de Krebs, la croissance, la

dépolarisation membranaire, la régulation du calcium (Sayre et al., 2005).

I1.1.1.3. Radical hydroxyle (OHe¢)
Le radical hydroxyle est extrémement puissant, il réagit indifféeremment avec toutes les

macromolécules, auxquelles il a un acces (Van Helden et al., 2009). Le radical hydroxyle est
un des oxydants les plus réactifs du systéme biologique, toutefois, sa courte demi vie (107
secondes) en réduit considérablement sa potentialité (Sayre et al., 2005; Goto et al., 2008).
Généralement le peroxyde d’hydrogeéne serait transformé en radical hydroxyle par une
succession de réactions en chaine initiée par la réaction de Fenton (réaction 3 et 4), suivie de la
réaction de Haber-Weiss (Ahsan et al., 2003). La continuité des réactions se fait grace a la
régénération des ions métalliques oxydés (Fe®" et Cu?"). Cette capacité essentiellement d’02”
de réduire le fer et le cuivre aux formes qui catalysent les réactions oxydatives sont la cause

principale de son effet délétere. (Halliwell et Gutteridge, 1995).

11.1.1.4. Le radical monoxyde d’azote (0xyde nitrique)

Le radical monoxyde d’azote (NO’) est une petite molécule générée dans les tissus biologiques
par I’oxyde nitrique synthase lors de la métabolisation de 1’arginine en citruline (Guzik et al.,
2003). L’importante production et distribution de 1’oxyde nitrique, combinées a sa facile
réaction avec les ROS, lui assurent un rdle central dans le stress oxydant. Le NO" libéré des
cellules endothéliales réagit trés rapidement avec 1’oxygeéne pour former le radical dioxyde
d’azote (NO3') qui peut a son tour réagir avec 1’oxyde nitrique pour former le trioxyde d’azote
(N20s3). Sa rapide réaction avec le radical superoxyde produit le peroxynitrite (ONOQ"), trés
réactif et capable d’oxyder les macromolécules particulierement lors d’états pathologiques
(Tsai et al., 2001; Goto et al., 2008). La concentration du NO" est sujette a de nombreuses
influences qui peuvent augmenter ou diminuer sa production et influencer son role sur
I’agrégation plaquettaire, la tension artérielle, I’inflammation, 1’oxydation, la reperfusion des

organes, I’athérosclérose et les maladies neurodégenératives (Poprzecki et al., 2009).

11.1.2. Principales sources des espéces réactives oxygénées
Les ROS sont produits continuellement a I’intérieur et a I’extérieur de la cellule eucaryote par
divers mécanismes. La production endogene (figure 7) est considérée significativement plus

importante que celle d’origine exogene.
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Figure 7. Sources endogenes des espéces réactives oxygénées (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).

11.1.2.1. Sources endogenes

a. Xanthine Oxydase

Dans les conditions physiologiques, la xanthine oxydase (XO) catalyse 1’hydroxylation
oxydative de I’hypoxanthine en xanthine puis la xanthine en acide urique en produisant
I’anion superoxyde (Chan, 2003). La XO joue un rdle crucial dans la génération de 1’0, et de
H,O, (Rahman et al., 2006). L’O," produit au cours de I’ischémie-reperfusion est rapidement

converti en ONOO ™ par son interaction avec le NO' (figure 8).

¥anthine \CE::I MO,
Urate E/;: ST Mo \
I el [elel
Fe 5o f_-

I OF
+§ F é 2
AD 22

Figure 8. Implication de la xanthine oxydase dans la production de perxynetrite (Harrison, 2002).

b. NADPH oxydase
Au cours de I'inflammation, la NADPH oxydase phagocytaire peut produire de grandes
quantités du radical superoxyde O," et ses dérives (Nathan et Root, 1977). L’activation

simultanée de la NADPH oxydase et de la myéloperoxydase (MPO), conduit a la production



de 'O et de I’acide hypochlorique, I’'un des puissants oxydants phagocytaires a forte activité
antimicrobienne (Steinbeck et al., 1993). La NADPH oxydase non phagocytaire (fibroblastes)
produit des radicaux libres en faible quantité qui joueront le réle de régulateurs dans les
cascades de signalisation intracellulaire (Bae et al., 1997).

C. Lipooxygénases et Cyclooxygénases

Les lipooxygénases et les cyclooxygénases représentent une autre importante source de ROS
dans les parois vasculaires (Madamanchi, 2005). La 5-LO catalyse 1’oxydation des acides gras
polyinsaturés (AGPI) pour donner des hydroperoxydes toxiques pour la cellule, comme elle
intervient dans la formation du H,O, par les lymphocytes T en réponse aux interleukines-1R
(Droge, 2002). La 12 et 15-lipooxygénase peuvent oxyder les acides gras estérifiés comme les
esters de cholestérol et celles retrouvées dans les phospholipides (Belkner et al., 1991).

d. Mitochondrie

La chaine respiratoire mitochondriale est responsable de la production de 90% des ROS dans
la cellule (Balaban et al., 2005). La production d’O™ résulte de la fuite d’électrons lors de leur
transfert par les complexes de la chaine respiratoire (Zhang et Gutterman, 2007). Ces
électrons proviennent des NADH, et FADH, (Madamanchi et al., 2005).

11.1.2.2. Sources exogenes

Les rayonnements sont capables de générer des radicaux libres, soit en scindant la molécule
d'eau (RX ou vy) soit en activant des molécules photosensibles (UV) et produire des anions
superoxydes et de I'oxygene singulet (Favier, 2003).

Certains métaux (chrome, cuivre, fer, vanadium) générent des radicaux hydroxyles trés
réactifs. Les polluants de I’air, comme le goudron, la fumée des cigarettes et les contaminants
industriels (amiante, silice), constituent une importante source de ROS tels que le NO’ et le
NO™ qui causent des dommages directs avec la peau ou aprés inhalation (Koren, 1995). Ces
ROS participent a la genése de radicaux libres car ils sont responsables de 1’auto-oxydation
des acides gras polyinsaturés des alvéoles pulmonaires. Le NO' et le NO™ peuvent aussi
réagir avec 1’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogeéne pour former de puissant oxydant
comme ONOO’ et le radical OH’ (Pincemail et al., 1998 ; Bonnefont-Rousselot et al., 2001).
D’autres toxiques agissent par transfert d’électrons, tels que le tétrachlorure de carbone (CCl,)
dont la toxicité s’exerce par I’intermédiaire du radical CCl;" (Kanter et al., 2003).

Le métabolisme in vivo de certains xénobiotiques (toxines, pesticides et herbicides), de
nombreux médicaments (antibiotiques, anticancéreux...) peut contribuer a la production des
ROS (Martinez -Cayuela, 1995).



I1. 2. Conséquences biologiques du stress oxydant

Les lipides, les protéines et les acides nucléiques représentent les principales cibles des ROS
(figure 9). L'attaque des lipides circulants aboutit a la formation de LDL oxydés qui sont
captés par des macrophages, formeront le dép6t lipidique de la plaque d'athérome des
maladies cardiovasculaires. Alors que I'attaque des phospholipides membranaires modifie la
fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et
la transduction des signaux (Favier, 2003). Les acides gras (AG) insaturés des phospholipides
membranaires sont les cibles privilégiés des ROS. Leur peroxydation génere des produits
primaires sous forme de polyénes conjugués qui pourront se combiner avec I’oxygéne pour
former des radicaux peroxyles (Spiteller, 2006). Ces radicaux peroxyles (LOO¢) extraient un
atome d’hydrogéne d’un autre acide gras pour former des hydroperoxydes lipidiques (LOOH)
et de nouveaux radicaux d’AG, qui vont propager la peroxydation. La malonedialdéhyde
(MDA) et le 4-hydroxynonénal (HNE) sont des exemples d’aldéhydes résultants de la
peroxydation lipidique et peuvent étre utilisés comme marqueurs lors de la détection de
peroxydation lipidique chez les patients (Pincemail et al., 1999). Les LOO+ formés pourront
grace a leur grande réactivité extraire les hydrogénes d’autres molécules adjacentes comme

les sucres et les protéines (Spiteller, 2006).
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Figure 9. Cibles biologiques et dommages induits par les ROS (Kohen et Nyska, 2002).



Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont celles qui comportent un
groupement sulfhydryle (SH). 1l a été estimé que les protéines pouvaient piéger 50 a 75% des
ROS. Elles peuvent subir soit des réticulations par formation de ponts bi-tyrosine, soit des
coupures en cas d'agression forte ou des modifications de certains acides aminés en cas
d'agressions modérées (Favier, 2003). L’oxydation des acides aminés implique une attaque
sur un des groupes méthyle li¢ a un atome d’azote pour former un radical d’acide aminé qui
réagira avec 1’oxygéne pour former un aldéhyde avec expulsion d’un radical peroxyde
d’hydrogene ou d’un peroxyde d’hydrogéne (Spiteller, 2006). Les protéines oxydées perdent
leurs propriétés biologiques et deviennent plus sensibles a l'action des protéases. Elles
deviennent aussi trés hydrophobes, soit par suppression de groupements amines ionisables,
soit par extériorisation des zones hydrophobes centrales et vont alors former des amas
anormaux dans ou autour des cellules (Favier, 2003). Le dommage oxydatif des protéines peut
méme générer de nouveaux antigenes qui provoquent des réponses immunitaires (Aruoma,
1999; Favier, 2003). De méme, ces dommages oxydatifs peuvent contribuer au dommage
secondaire comme I’inactivation des enzymes de réparation de I’ADN et la perte de fidélité
des ADN polymeérases (Aruoma, 1999).

Le génome mitochondrial présente une susceptibilité au stress oxydant 10 fois supérieure a
celle du génome nucléaire (Richter et al., 1988). Comme le génome mitochondrial code pour
quelques sous-unités de protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative, leur défaut
d’expression pourrait exacerber la fuite d’électrons de la chaine respiratoire au profit de la
production de ROS. Ainsi, plus la fuite d’électrons est importante, plus la formation de ROS
provoquant de nombreuses mutations mitochondriales aggraverait ce phénomeéne (Beckman et
Ames, 1998).

Tant dans les mitochondries que dans le noyau des cellules, des dommages oxydatifs sur les
bases d’ARN ou d’ADN peuvent se produire par réactions de Fenton via I’action des radicaux
OHe, sous I’effet d’aldéhydes de la peroxydation lipidique comme les HNE ou par des
peroxynitrites (Sayre et al., 2005 ; Lyn Patrick, 2006). Ces altérations peuvent conduire a des
scissions d’ADN et avoir une action mutagéne (Sayre et al., 2005; Bloomer et Fisher-
Wellman., 2008). La peroxydation lipidique est également capable d’affecter la prolifération
des cellules en formant des liaisons intra et intermoléculaires entre les acides aminés sulfurés
des ARN et des ADN (EI-Mesery et al., 2009). Les guanines sont préferentiellement attaquées
et le produit de leur dégradation peut étre détecté par le dosage de la 8-

hydroxydeoxyguanosine dans le sang et dans I’urine (Finaud et al., 2006).



Les sucres sont attaqués par les ROS via ’abstraction d’hydrogéne pour former un carbonyle
et expulser un radical hydroperoxyde (*OOH). L’opération se prolonge jusqu'a la formation
d’un composé dicarbonylé (Spiteller, 2006). Par auto-oxydation, des sucres comme le glucose
forment des composés dicarbonylés, dont les plus connus sont les glyoxals et les
glycolaldehydes, qui pourront se lier a des protéines et altérer leurs propriétés chimiques
(Wells-Knecht et al., 1995). Ceci a été demontré chez des diabétiques et a été trouvé corrélé
avec la sévérité de la maladie (Glomb et Monnier, 1995) et contribue a la fragilité de leurs
parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003). La glyco-oxydation des sucres et la
glycation des protéines ont été mis en évidence dans les agglomérats de protéines

caractéristiques de certaines maladies neurodégénératives (Sayre et al., 2005).

I1. 3. Implications pathologiques du stress oxydant

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreuses pathologies (figure 10) comme
facteur déclenchant ou associé a des complications (Favier, 2003). C’est donc la cause initiale
de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, vieillissement
accéléré..., il est un des facteurs de genése de maladies plurifactorielles telle que la maladie

d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 1997).
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Figure 10. Principales circonstances pathologiques accompagnant le stress oxydant. ARDS:
Syndrome de détresse respiratoires aigue ; Sida: Syndrome d’immunodéficience acquise ; ALS:

Sclérose latéral amyotrophique (Favier, 1997).



I1. 4. Antioxydants
Les antioxydants sont des composés d’origine endogene ou exogéne qui servent a contréler le

niveau des especes réactives pour les neutraliser et minimiser le dommage oxydatif (Tang et
Halliwell, 2010).

I1. 4.1. Antioxydants endogenes

I1. 4.1.1. Antioxydants enzymatiques

La Super oxyde dismutase (SOD) décompose le superoxyde en Oz et H202 moins toxiques
(figure 11). Le H202 sera a son tour transforme par la catalase en Oz et H20, ou en H20 par la
glutathion peroxydase, en présence du glutathion réduit (GSH). Le glutathion réduit, sert de
substrat a la GPX pour former du glutathion oxydé (GSSG). Avec 1’aide d’une glutathion
réductase et de NADPH, le GSH sera régénéré a partir du GSSG. En plus d’éliminer
directement les ROS, les enzymes antioxydants participent a la régulation du stress oxydant
(Sayre et al., 2005).
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Figure 11. Mécanisme de détoxification enzymatique des ROS (Marfak, 2003).

I1. 4.1.2. Antioxydants endogénes non enzymatiques

Cette classe regroupe des composés endogenes de faible poids moléculaire qui peuvent étre
soit des produits de synthése (glutathion, histidine dipeptide) ou issus du métabolisme
cellulaire (acide urique). Des protéines telles que la ferritine, la ceruloplasmine et 1’albumine
contribuent a leur tour dans la défense antioxydante secondaire en chélatant les métaux de

transition permettant de prévenir la formation du radical hydroxyle (Martinez-Cayuela, 1995).

a. Glutathion réduit

Le glutathion réduit (GSH) est un antioxydant protéique abondant dans I’organisme ou il joue
un réle de protection des tissus et des protéines transporteuses d’ions redox actifs comme
I’hémoglobine, la transferrine, la ferritine et 1’albumine. Le GSH est capable de régénérer les
vitamines E et C oxydées. Au niveau hépatique, il est détoxifiant car il peut se lier aux métaux

toxiques comme le mercure et I’arsenic (Clarkson et Thompson, 2000; Lyn Patrick, 2006).



b. Acide urique

L’acide urique est I’un des meilleurs antioxydants du plasma, il couvre 35-60% de la capacité
antioxydante totale (Johnson et al., 2009). L’acide urique peut étre oxydé en différents
produits dont le prédominant est 1’allantoine qui augmente ¢galement dans les muscles en cas

d’effort (Hellsten et al., 2001), puis régenéré par la vitamine C (Vasconcelos et al., 2007).

11.4.2. Antioxydants exogenes

11.4.2.1. Vitamines

La vitamine E est le principal antioxydant dans les membranes des cellules, en particulier
celles des mitochondries (Traber et Atkinson, 2007). Elle agit directement sur une grande
variété de ROS pour former un radical peu réactif. Par la suite la vitamine E oxydée pourra
étre reconvertie par la vitamine C (figure 12), mais également par d’autres COmposés comme
la vitamine A, le GSH et ’ubiquinol. La vitamine E peut aussi activer les SOD et les CAT
(Margaritis et al., 2003; Lyn Patrick, 2006).

La vitamine A (rétinoides) est présente dans les aliments d’origine animale (lait, foie, jaune
d’ceuf), alors que les provitamines A (béta-caroténe, lutéines, lycopeénes,...) se rencontrent
dans de nombreux fruits et légumes. Le béta-carotene est le principal précurseur de la
vitamine A. La vitamine A agit sur les ROS en formant un radical de vitamine A qui pourra
agir comme antioxydant en réagissant avec un autre radical pour former un non radical, ou
sera régénéré en vitamine A (Clarkson et Thompson, 2000; Fisher-Wellman et Bloomer,
2009). En exces, la vitamine A pourrait agir comme pro-oxydants, et favoriser I’oxydation de
I’ADN (Van Helden et al., 2009).

La vitamine C joue un role de prévention de I’oxydation dans le plasma et les fluides
extracellulaires, dont elle est considérée comme le plus important antioxydant (Koolman et
al., 1999). Elle agit directement sur les ROS et indirectement par son action de régénération
de la vitamine E et du GSH. A forte dose, la vitamine C peut exercer une action pro-oxydante
via son habilité a réduire I’ion ferrique (Fe*) en ion ferreux (Fe>), qui contribue aux réactions
de Fenton/Haber-Weiss (Sayre et al., 2005).
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Figure 12. Mécanisme probable de I’inhibition de 1’oxydation des lipoprotéines a faible densité par la
B-carotene (B), la vitamine C (C) et la vitamine E (E). Lipide (LH), peroxyde lipidique (LO,®),
hydroperoxyde lipidique (LOOH) (Niki et al., 1995).

11.4.2.2. Polyphénols

Les polyphénols, des produits du métabolisme secondaire des végétaux regroupent un vaste
ensemble de plus de 8000 molécules, divisees en une dizaine de classes chimiques, qui
présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles
(Tapiero et al., 2002). Les composés phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides)
forment le groupe le plus important (Beta et al., 2005).

Les acides phénoliques (acide chlorogénique, caféique, protocatéchique, vanillique, férulique,
sinapique et gallique) contenus dans un certain nombre de plantes médicinales (Hale, 2003;
Psotova et al., 2003) sont considérés comme des antioxydants.

Les flavonoides (plus de 5000 molécules isolées) sont les polyphénols les plus nombreux
(Pietta, 2000), présents dans tout le regne vegétal. Ce sont des pigments responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et des feuilles (Peluso, 2006). IIs agissent de différentes fagons
soit par effet scavenger directe (figure 13), soit par chélation de métaux de transition
empéchant ainsi la réaction de Fenton (figure 14) soit par inhibition de ’activité de certaines

enzymes responsables de la production de ROS comme la xanthine oxydase (Halliwell, 1994).
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Figure 13. Effet scavenger des flavonoides sur les radicaux libres (Jovanovic et al., 1994).
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Figure 14. Sites probables de fixation de Fe** aux cycles A et C des flavonoles (Verdan et al., 2011).

11.4.3. Autres antioxydants

Beaucoup de phyto-nutriments ont été identifiés comme antioxydants. Les plus importants
sont les caroténoides, flavonoides, phénols, phytostérols et les glucosinolates. Ils ont des
propriétés antioxydantes intéressantes comme piégeurs/inhibiteurs de radicaux lipidiques, des
anions superoxydes, de I’oxygene singulet ou comme régulateur du systéme antioxydant
(Dufour et al., 2007 ; Gobert et al., 2009).

La vitamine Bg exercerait un rdle antioxydant indirect en favorisant la synthese de cystéine a
partir de la méthionine et ainsi renforcerait la production de GSH.

Des propriétés antioxydantes ont été attribuées a des acides aminés (méthionine, taurine,
glutamine, N-acetylcystéine). Ils pourraient étre des précurseurs directs ou indirects de la
synthése des GSH dont ils renforcent I’action et seraient capables de piéger et de neutraliser
les ROS (Sayre et al., 2005; Fisher-Wellman et Bloomer, 2009).

Des protéines comme la ferritine, 1’albumine, la bilirubine, la protéine du choc thermique
pourraient agir directement sur les ROS ou indirectement par captation de métaux redox actifs
(Finaud et al., 2006; Duarte et Jones, 2007).



L’acide alfa-lipoique participerait a la régénération des GSH et des vitamines C et E (Lyn
Patrick, 2006). L’ubiquinone, pourrait piéger les radicaux superoxydes formés lors des
phosphorylations oxydatives (mitochondries) et régenérer les vitamines C et E oxydees
(Crane, 2001).

Le pollen, les oestrogénes (Pincemail et al., 2007), les pyridines nucléotides (Sayre et al.,
2005), le lactate (Hellsten et al., 1996) sont susceptibles de posséder des propriétés
antioxydantes.

Les oligoéléments (Cu, Zn, Se, Mn) ont des propriétes antioxydantes. Ils servent notamment

de cofacteurs des enzymes antioxydantes (Berger, 2006).



1. ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

I11.1. Antibiotiques et leurs modes d’action

Certains antibiotiques sont naturels, ils sont synthétisés par des microorganismes tels que la
vancomycine et la streptomycine produits par Streptomyces sp, la penicilline et la
céphalosporine produits par Pénicillium sp et Céphalosporium sp respectivement. D’autres
antibiotiques sont semi-synthétiques (ampicilline) et résultent de la modification des
antibiotiques naturels par [’addition d’un groupement chimique. Plusieurs autres sont
totalement synthétiques comme les sulfamides (Chambers et Sande, 1998).

Les antibiotiques empéchent la multiplication des bactéries en perturbant leurs métabolismes
ou entrainent leurs destructions en s’attaquant directement a leurs structures indispensables
comme la paroi cellulaire, les ribosomes, membrane plasmique et ADN (Chambers et Sande,

1998). Ces produits agissent par 5 modes différents qui sont resumés dans le tableau 2.

I11. 2. Résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques d’une espéce bactérienne n’est pas un phénomene stable dans
le temps. L’évolution est fonction du germe et de la nature de I’antibiotique. Le cas du
Staphylococcus aureus est exemplaire puisque la déception fut a la mesure des espoirs
suscités par la pénicilline. En 1941, moins de 1% des souches isolées étaient résistantes a la
pénicilline; dés 1946, 14% des souches étaient résistantes et bientdt 38% en 1947. Tous les
germes n’évoluent pas de la méme facon et on peut évoquer un cas différent : Streptococcus
pyogenes est toujours sensible a la pénicilline et I’utilisation de cet antibiotique dans les
infections ou ce germe est suspecté reste d’actualité (Thierry Eberlin, 1997).

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement aprés leur introduction
dans le traitement des maladies infectieuses. Cette résistance est un facteur majeur
compliquant le traitement des infections bactériennes et la dissémination des souches multi-
résistantes. Elle se caractérise par son caractére naturel ou acquis, son mécanisme et son
support génétique.

La résistance naturelle est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous
les membres d’un genre ou d’une espece bactérienne. Elle fait, donc, partie du patrimoine
génétique normal du germe. Elle constitue donc une caractéristique propre a l’espéce et
délimite en fait le spectre d’activité des antibiotiques. On parle ici d’espéces insensibles. Si la
bactérie acquis de nouveaux genes capables de la rendre insensible a un antibiotique ou a un

groupe d’antibiotiques, cette résistance devient acquise.



Tableau 2. Mécanismes d’action des antibiotiques (Prescott et al., 2003).

Antibiotique Mécanisme d’action
Inhibition de la synthése de la paroi
Pénicilline Active les enzymes lytiques de la paroi.
Ampicilline Inhibe les enzymes de transpeptidation impliquées dans le pontage

Vancomycine

Bacitracine

Streptomycine

Gentamicine

Chloramphénicol

Erythromycine

Ciprofloxacine et autres quinolones

Polymyxine B

Sulfamide

des chaines polysacharidiques du peptidoglycane de la paroi

bactérienne.

Se fixe directement sur la terminaison D-Ala- D-Ala et inhibe la

transpeptidation.

Inhibe la synthése du peptidoglycane en interférant avec 1’action
des transporteurs lipidiques qui transférent les précurseurs de ce

polymere a travers la membrane cellulaire.
Inhibition de la synthése protéique

Se fixe & la sous unité 30S du ribosome bactérien pour inhiber la
synthése protéique et provoquer des erreurs dans la lecture de
I’ARNm.

Se fixe & la sous unité 50S du ribosome et empéche la formation
des liaisons peptidiques par ’inhibition de la peptidyl-transférase.
Se fixe a la sous unité 50S du ribosome et inhibe 1’élongation de la

chaine peptidique.
Inhibition de la synthése des acides nucléiques

Inhibe I’ADN gyrase bactérienne et donc interfere avec la
réplication de I’ADN, la transcription et autres activités impliquant

1I’ADN.

Destruction de la membrane cellulaire

Se fixe a la membrane cellulaire et perturbe sa structure et ses
propriétés de perméabilité.

Antagonisme métabolique

Inhibe la synthése de I’acide folique par compétition avec I’acide p-

aminobenzoique.




Elle résulte, quant a elle, de I'utilisation des antibiotiques et ne concerne qu’un certain
nombre de souches, qui se distinguent ainsi des souches sauvages au sein d’une espéce
bactérienne donnée. On parle donc ici de souches insensibles. Ce nouveau géne peut étre
obtenu soit par mutation (phénomene rare, environ 10% des cas), soit par transfert

(mécanisme le plus fréquent) d’ADN, de plasmides ou de transposons (Yala et al., 2001;

Mesaros et al., 2005).

» L’information génétique est portée par des plasmides, transférables a d’autres bactéries par
conjugaison, transduction ou transformation.

» Les transposons sont des fragments d’ADN (sauteurs) qui peuvent s’intégrer soit dans le
chromosome soit dans des plasmides, en allant de 1’un a 1’autre (Mesaros et al., 2005).

Les mécanismes de la résistance acquise (figure 15) sont de mieux en mieux connus. Les

bactéries mettent en jeu 4 types de stratégies qui sont toutes sous contrdle génétique, a savoir

la stratégie offensive dont la bactérie produit une enzyme capable d’inactiver 1’antibiotique
telle la B lactamase, la stratégie d’évitement qui consiste a une modification de la cible de

I’antibiotique qui rend ce dernier inefficace, la stratégie de contournement ou I’antibiotique

atteint sa cible et interagit avec elle, mais la bactérie est capable d’utiliser d’autres voies

métaboliques pour compenser le manque d’activité de la cible primaire et enfin, la stratégie de
la protection physique, qui consiste soit a empécher 1’entrée de I’antibiotique dans la bactérie,

soit a I’expulser, ¢’est le phénoméne d’efflux actif (Mesaros et al., 2005).

» La plus part des transporteurs peuvent étre surproduits sous ’effet de mutations. Si la
mutation affecte un transporteur a large spectre, elle peut conférer une multirésistance
atteignant de nombreuses classes d’antibiotiques souvent non apparentées (Le et al., 2001)

» Les mécanismes d’efflux peuvent coopérer avec d’autres mécanismes pour déterminer un
haut niveau de résistance. Par exemple, la résistance de Pseudomonas aeruginosa aux 3
lactamines résulte le plus souvent de la combinaison d’une faible perméabilité, de la
présence et la surexpression du transporteur MexAB-OprM et de D’activité d’une B-
lactamase de type AmpC (Okamoto et al., 2001).

» L’expression concomitante de plusieurs pompes a efflux reconnaissant le méme
antibiotique peut entrainer une résistance de haut niveau, et la co-expression de plusieurs
pompes entraine une multi-résistance (Llanes et al., 2004).

» Les genes codant pour des pompes a efflux sont parfois situés sur des plasmides ou des
transposons. Ces éléments peuvent étre facilement transférés d’une bactérie résistante a
une bactérie sensible, ce qui entrainera la dissémination de la résistance non seulement au

sein d’une espéce, mais aussi entre des especes différentes (Mesaros et al., 2005).
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Figure 15. Principales stratégies mises par les bactéries pour résister a I’action des antibiotiques

(Mesaros et al., 2005).

I11. 3. Antimicrobiens naturels

L’accroissement des résistances bactériennes rend la thérapeutique empirique des infections
bactériennes de plus en plus difficile. Pour cela, les recherches sont orientées vers la
caractérisation de nouveaux agents antimicrobiens d’origine naturelle, plus précisément
d’origine végétale qui peuvent substituer les antibiotiques classiques ou agir d’une maniere
synergique avec ces derniers. Les plantes synthétisent différents métabolites secondaires
comme les phénols et leurs dérivés. Ces substances qui constituent un moyen de défense pour
les plantes contre leurs différents prédateurs sont souvent pourvues de remarquables activites
antimicrobiennes (Nitta et al., 2002 ; Kordali et al., 2008). Parmi ces substances on peut citer:

I11. 3. 1. Polyphénols

Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses, cette

diversité est probablement reliée a leurs diversités structurales (tableau 3).

A



Tableau 3. Principaux composés phénoligues ayant une activité antimicrobienne (Daglia, 2011).

Structures des composés phénoliques

Microorganismes sensibles

Exemples

Flavane-3-ol

Flavonole

Bactéries

V.cholerag, S.mutans, C.jejuni,
C.perfringes, E.coli, B. Cereus, H.
pylori, S. aureus, L. acidophilus,
A. naeslundii, P. gingivalis, P.
melaninogenica, F. nucleatum, C.
pneumonia

Virus

Adénovirus, Entérovirus, Flu virus.

Champignons

Candida albicans, Microsporum
gypseum,  Trichophyton menta-
grophytes, Trichophyton rubrum.

Bactéries S.mutans, E.coli, S.aureus.
Virus Virus de l’influenza A, type -1
herpes simplex virus (HSV).
Tannins condensés
o o v ome Bactéries Différentes souches de:
) i oH
e, P Salmonella, Staphylococcus,
Enas 0TS Sl Helicobacter, E. coli, Bacillus,
L o Clostridium, Campylobacter
wodEEL, Lot » ~ampy
et
HO— 3 . - -
o ou . Le virus Epstein-Barr, les virus
Virus

Tannins hydrolysables

Herpes HSV-1 et HSV-2.

Champignons

Candida parapsilosis.

Bactéries S.aureus, L.monocytogenes, E.coli,
Dy OH o P.aeruginosa.
HO L
OH
QO
HOr oH
H
Acides phénoliques
Bactéries Différentes souches de

HC?\/
-r:’EP" CH;

HC0

Néolignane

Mycobacterium tuberculosis.




I11. 3. 1. 1. Phénols simples et acides phénoliques

Les phénols sont généralement bactéricides vis-a-vis des bactéries Gram™ et Gram™. Cet effet
est probablement di a I’inhibition de certaines enzymes (Elzaawely et al., 2005; Taguri et al.,
2006). L’hydrophobie des polyphénols est aussi un critére de toxicité qui leur permet de
s’intercaler dans les phospholipides membranaires et exercer leurs effets antibactériens
(Daglia, 2011). La déstabilisation de la membrane cytoplasmique pour la rendre perméable,
I’inhibition des enzymes bactériennes extracellulaires, I’action directe sur le métabolisme
bactérien et la privation des substrats requis pour la croissance bactérienne, spécialement les
micronutriments minéraux essentiels comme le fer et le zinc sont des mécanismes adaptés par

les proanthocyanidines dans 1’inhibition des bactéries (Daglia, 2011).

I11. 3. 1. 2. Flavonoides

Les flavonoides s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon
le microorganisme et 1’écosystéme dans lequel il se trouve. En effet, ils sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et al.,
2004), Escherichia coli (Ulanowska et al., 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter
cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis... etc. (Didrak 1999, Okigbo et al.,
2005). Chaque composé agit spécifiquement sur un ou plusieurs germes. L’apigénine n’a
montré qu’une faible activité sur Staphylococcus aureus, tandis que la galangine 1’a inhibé
(Basile et al., 1999, Cushnie et al., 2003, Martini et al., 2004).

Cette activité est due principalement a la capacité de ces molécules a inhiber 1’expression de
I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires des microorganismes
(Ulanowska et al., 2006). Certaines études ont donné I’explication de cette activité antibact-
érienne, on peut citer ’exemple de la quercétine qui agit sur I’ADN gyrase d’Escherichia coli,
soit par fixation sur I’ADN au niveau des sites d’insertion de I’enzyme bloquant ainsi son
activité ou par blocage du site de fixation de I’ATP se trouvant sur I’ADN gyrase. (Dadi et
al., 2009). La rutine inhibe les topoisomérases de décaténation de I’ADN chez Escherichia
coli et stimule leur clivage (Bernard et al., 1997). Les catéchines inhibent la synthese de
I’ADN et de I’ARN chez Protéus vulgaris et Staphylococcus aureus (Mori et al., 1987).

Les flavonoides sont capables aussi de détruire la membrane cytoplasmique des cellules
bactériennes (Kusuda et al., 2006) ou de changer sa fluidité (Tsuchiya et Linuma, 2000). Les
catéchines provoquent une perte de biomolécules intracellulaires chez Staphylococcus mutans
via le changement de la perméabilité membranaire (Cushnie et al., 2005). Les flavonoides

peuvent aussi interferer avec le métabolisme énergétiqgue des bactéries. En effet, les



retrochalcones et le flavanone lonchocarpole A inhibent fortement la consommation de

I’oxygeéne (Haraguchi et al., 1998).

I11.3.1. 3. Tannins

Les tannins sont des molécules polyphénoliques. Ils sont présents dans les feuilles, les fleurs
et les graines des plantes. La plupart des propriétés biologiques des tannins sont liées a leur
pouvoir de former des complexes avec les macromolécules, en particulier avec les protéines
(Mc Manus et al., 1981) .

Les tannins ont la capacité d’éliminer un nombre de facteurs de virulence microbienne. Ils
peuvent inhiber la formation de biofilms, réduire 1’adhésion aux ligands de 1’hote et
neutraliser des toxines bactériennes, comme ils peuvent établir une synergie avec certains
antibiotiques (Daglia, 2011).



IV. PLANTAGO LANCEOLATA L.

Plantago lanceolata L. est une plante vivace de la famille des plantaginaceae, communement
appelé plantain lancéolé, bonne femme, herbe a cing cotes, herbe a cing coutures, oreille de
lievre, petit plantain (Girre, 2001), localement il est appelé lissan-el-haml. Le nom Plantago

est issu du latin planta (plante a pieds) qui rappelle la forme des feuilles (Ghedira et al., 2008)

IV.1. Classification botanique de Plantago lanceolata (Ghedira et al., 2008)
Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Superclasse : Tricolpées

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Superordre : Euastéridées |

Ordre : Lamiales

Famille : Plantaginaceae

Tribu : Plantaginae

Genre : Plantago

Especes : Plantago lanceolata L.

IV.2. Aspect botanique de Plantago lanceolata

Plantago lanceolata L. est une plante herbacée vivace a fleurs se reproduisant par des graines
(figure 16). Le rhizome est court et comporte de nombreuses racines, petites, fines et
pivotantes qui conférent a la plante une certaine tolérance a la sécheresse (Moore et al, 2006).
La tige est simple, nue sans feuilles, florifere. Les feuilles sont vertes, opposées et disposées
en rosettes a la base de la plante. Les fleurs sont de 10 a 20 cm de long, rassemblées en épis
denses et cylindriques. Chaque fleur est a pétales libres, séparés les uns des autres jusqu’a la
base et se détachant un par un. Son épi est trés serré de petites fleurs sans couronne de

bractées; 4 pétales verts ou bruns, scarieux, 4 étamines pendant hors de I’épi, a long filet
(Ghedira et al., 2008).



Figure 16. Photographie de Plantago lanceolata.

IV.3. Composition chimique

Plusieurs études phytochimiques ont montré que P. lanceolata contient une amalgame de
métabolites secondaires dans les diverses parties de la plante. Selon Fons et ses collaborateurs
(1998), P. lanceolata renferme plusieurs groupes de molécules actifs comme les mucilages,
les iridoides, les tannins, les coumarines et les flavonoides. Plus récemment, il a été apporté la
richesse du genre Plantago en polysaccharides, lipides, dérivés d’acides caféiques, iridoides

glucosylés, terpenes, alcaloides et acides organiques (Jamilah et al., 2012).

IV.4. Propriétés biologiques

Les métabolites secondaires du P. lanceolata conferent a cette plante plusieurs propriétés
biologiques et pharmacologiques. Il a été montré que I’extrait éthanolique de cette plante
exerce une activité anti-spasmodique. La lutéoline, I’actéoside, plantamajoside et le peracetate
de catalpol sont responsables de cet effet (Fleer et verspohl, 2007). Une étude portant sur un
extrait alcoolique de P. lanceolata a prouvé son pouvoir anti-inflammatoire qui est dd a
I’inhibition de la production de monoxyde d’azote (NO) par les macrophages (Vigo et al.,
2005). Une autre étude a attribué I’activité anti-inflammatoire de Plantago major et P.
lanceolata, in vitro, a leur activité anti COX-1 et anti LOX (Beara, et al., 2010). Les extraits
de plantago lanceolata et plantago major sont des antiphlogistiques dans les systémes

d’inflammation induits par la carragénine et le PGE1 chez des rats (Shipochliev et al., 1981).



Les polysaccharides isolés de Plantago augmentent la phagocytose de 15 a” 50 % dans des
modeles in vitro (Wichtl et Anton, 1999).

L’effet antitussif de plantago lanceolata a été démontré par Boskabady et al. (2006), qui ont
trouvé que ’extrait méthanolique est doté d’un effet antitussif comparable a celui de la
codéine. Cette activité, serait due aux propriétés anti-inflammatoires de la plante. L’extrait
méthanolique des feuilles de plantago major favorise la production de TNF alpha et de NO
dans des macrophages péritonéaux de rats (Gomez, 2000). Ce méme extrait contenant de la
lutéoline-7-O-glucoside posséde une activité antiproliférative des cellules cancéreuses
humaines. La lutéoline a une bonne activité cytotoxique envers la topoisomérase | (Galvez et
al., 2003).

Hassawi et Kharma (2006) ont montré une activité antimicrobienne des extraits du Plantago
lanceolata contre Candida albicans. AL-Jumaily et al. (2012) ont identifié chez le Plantago
lanceolata deux types d’acides tanniques doués d’activité antibactérienne contre E. coli.
D’aprés ces auteurs, cette activité serait due a 1’habilité des tannins d’inactiver 1’adhésion
microbienne, les enzymes et le transport des protéines membranaires.

Plantago a aussi un pouvoir cicatrisant di a la présence d’allantoines et de tanins (Ticli,
1999).

L’extrait aqueux de plantago major a une activité contre le virus de I’herpés (Chiang et al,
2002).

IV.5. Usage traditionnel

Plantago lanceolata est 1'une des plantes médicinales les plus employées dans le monde
(Kolak et al., 2011). Elle est connu pour ces vertus astringentes, cicatrisante et propriétés
ophtalmiques. La tradition attribue a cette plante des propriétés anti-inflammatoires et
antitussives. La plante fraiche est également appliquée sur les contusions et les piqdres
d’insectes, de méme, le suc de la plante fraiche est utilisé lors du saignement de nez. Des
propriétés antiseptiques, émolliente et vulnéraires justifient son usage sur les plaies, les
contusions et les ulceres cutanés (Ticli, 1999 ; Tutel et al., 2005 ; Hassawi et Kharma, 2006 ;
Kolak et al., 2011). En infusion, cette plante est utilisée en cas d’entérite, diarrhée, toux,
troubles des voies respiratoires, rhume, amygdalite. Les feuilles de plantago sont utilisées, en
usage externe, dans lirritation des paupiéres. Plantago est parfois utilise pour soigner
I’hypertension artérielle, les ulcéres et les tumeurs, comme il est utilis¢é comme agent

analgésique et antirhumatismal (Kolak et al., 2011; AL-Jumaily et al., 2012).



MATERIEL ET METHODES



MATERIEL ET METHODES

I. Matériel

I.1. Matériel végétal

La plante Plantago lanceolata a été récoltée entre mai et juin 2012 de la région de Bougaa, au
Nord de Sétif. L’identification a été faite par Dr. Boulaachab N. (Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie, Université de Sétif 1). La partie aérienne a été nettoyée, séchée a

température ambiante et a I’ombre puis stockée a I’abri de la lumiére jusqu'a son utilisation.

1.2. Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris Swiss albinos, males et femelles pesant entre 25 et
30g, et des rats femelles Albino Wistar pesant entre 170 et 195g, procurés aux pres de
I’Institut Pasteur d’Alger. Les animaux repartis en groupes comportant 7 rats ou 10 souris
sont hébergés dans des cages en polypropyléne a température ambiante et a cycle naturel de la
lumiére, avec accés libre a 1’eau et a 1’alimentation. Les aliments sont fournis par I’Office
National des Aliments de Bétails (ONAB) d’El-Ksar -Bejaia. Apres une période d’adaptation
de 7 jours, les animaux sont pesés, marqués, et soumis a jeun pendant une nuit avant leur

utilisation.

1.3. Bactéries

Dix souches bactériennes ATCC Gram™ (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Acinetobacter baumannii ATCC
19606, Proteus mirabilis ATCC 35659 et Klebsiella pneumoniae ATCC 700603) et Gram®
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 10876, Enterococcus faecalis
ATCC 49452 et Listeria monocytogenes ATCC 15313) nous ont été fournies par le
laboratoire de Substances Naturelles de Tlemcen ont été utilisées pour tester 1’activité
antimicrobienne de I’extrait aqueux et de I’extrait méthanolique de la plante. Ces bactéries
sont conservees dans le milieu MHB (Muller Hinton Broth) additionné de 10% (V/V) de
glycérol a -20°C.

Pour la réalisation des antibiogrammes, les bactéries sont cultivées sur un milieu solide de
Mueller Hinton (Bio Rad).

1.4. Réactifs
Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont: 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl
(DPPH), 3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1, 2,4-triazine-4’,4’’-disulfonic acid sodium salt

(Ferrosine), p-caroténe, Tween 20, Tween 40, acide trichloracétique (TCA), acide



ethylenediamine tétraacétique (EDTA), thiocyanate de potassium (KCN), FeCls, réactif de
Folin-Ciocalteu, acide gallique, acide tannique, quercétine, ferricyanide de potassium
[K3Fe(CN)s ], NapCOs, Indométacine, A carragénine, acide acetylsalicylique (Aspirine) et
I’huile de croton, qui proviennent tous de Sigma (Allemagne). Le chlorure ferreux (FeCly),
Acide linoléique et 2, 6 di-tert-butyl-4-methyl phenol (BHT) proviennent de Fluka (France).
Les sels utilisés pour la préparation des tampons ainsi que les solvants sont obtenus de
Panreac, Riedel-de Haén et Prolabo. Les disques d’antibiotiques de références utilisés dans

cette étude comportant I’amoxicilline (Amox) a 25ug/disque.

1.5. Solutions de travail

- Acide gallique (200 pg/ml), préparé dans I'eau distillée.

- Carbonate de sodium Na, CO3 (7,5 %), préparé dans I'eau distillée.

- Réactif de Folin (10%) dans I'eau distillée.

- Quercétine (100 pg/ml), préparéee dans le méthanol.

- AICl3 (2%), préparé dans le méthanol.

- Acide tannique (1mg/ml), préparé dans le méthanol.

- Solution de DPPH (0,1mM) dilué par 1I’éthanol.

- BHT (1 mg/ml pour le test DPPH, 2mg/ml pour les autres t+ests), préparé dans le méthanol.

- Solution de Fecl, (0,6mM), préparée dans I'eau distillée (test de chélation du fer ferreux).

- Ferrosine (5 mM), préparée dans le méthanol 80%

- EDTA (100 pg/ml), préparé dans I'eau distillee.

- B-caroténe (0,5 mg/ml) : préparée dans le chloroforme.

- Thiocyanate de potassium (30%), préparé dans 1’eau distillée.

- FeCl; (0,4%), préparé dans de I’HCI 3,5% (test de peroxydation de I’acide linoléique).

- FeCl3 (0,1%), préparé dans 1’eau distillée.

- TCA (10%), préparé dans le tampon phosphate (0.2M, pH 6,6).

- K3Fe(CN) 1%, préparé dans le tampon phosphate (0.2M, pH 6,6).

- Solution de I’huile de Croton 5,33 mg/ml, préparée dans acétone-eau (1:1).

- Aspirine (200 mg/kg) dissoute dans du NaCl 0.9% contient 0.5% du CMC.

- Carragénine (1%) dans du NaCl 0.9% sterile.

- Les solutions des extraits aqueux et méthanolique de Plantago lanceolata et d’indométacine
utilisées dans les essais in vivo sont préparées dans du NaCl 0.9%.

- Milieu Mueller Hinton (38g/l), préparé dans de 1’eau distillée.

- Bouillon nutritif Mueller Hinton (26g/1), préparé dans de I’cau distillée.



1. Méthodes

11.1. Extraction

I1.1.1. Préparation de I’extrait aqueux
L’extrait aqueux (E. Aq) de la partie aérienne de P. lanceolata est préparé selon la méthode

de Motamed et Naghibi (2010) avec quelques modifications. Brievement, 100 g de poudre de
la partie aérienne de P. lanceolata sont mis a bouillir pendant 20 minutes dans 1000 ml
d’eau distillée. Apres filtration sur papier filtre, une centrifugation a 3000t/min pendant 15min
est réalisée. Le surnageant obtenu est seché par étuvage a 40°C jusqu’a I’obtention d’une

poudre brune qui sera conservée a -32°C jusqu’a son utilisation.

I1.1.2. Préparation de I’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique (E. Met) est préparé selon la méthode de Motamed et Naghibi (2010)
avec de légeres modifications. Une pesée de 100 g de la partie aérienne de P. lanceolata
broyée est mise a une macération dans 1000 ml du mélange méthanol/eau (8:2 V/V) sous
agitation pendant 24 heures, a I’ombre et a température ambiante. Apres filtration, le filtrat est
récupéré cependant, le résidu est remis pour une seconde macération dans 1000 ml de
méthanol 50% pendant 24 heures et sous agitation. Apres filtration, le méthanol est évaporé
sous pression réduite a 40°C dans un rotavapeur (BUCHI). La solution obtenue est séchée

pour obtenir une poudre brune qui sera conservée a -32°C jusqu’a son utilisation.

11.2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur totale en composés phénoliques solubles des deux extraits de P. lanceolata est
estimée par le réactif du Folin-Ciocalteu selon la méthode de Li et ses collaborateurs (2007).
Brievement, 100ul de différentes concentrations de chaque extrait ou de 1’acide gallique sont
mélangés avec 500pl du réactif du Folin-Ciocalteu dilué au 1/10. Aprés 4min, 400ul de
carbonate de sodium (Na,CO3za 7.5%) sont ajoutés. L’absorbance est mesurée a 765nm apres
1h 30min d’incubation contre un blanc dépourvu de I’échantillon a tester qui a été remplacé
par le solvant. La concentration en polyphénols dans chaque extrait est exprimée en pg
d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait), et calculée a partir de

la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (figure 17).

11.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides des extraits de P. lanceolata a été réalisé selon la méthode du
trichlorure d’aluminium (AICl3) décrite par Bahorun et al. (1996). Brievement, 1 ml de la
solution d’ALCl3 (2%) est ajouté a 1 ml de la solution de I’extrait a différentes concentrations

préparées dans le méthanol. Aprés 10 min d’incubation, 1’absorbance est lue a 430 nm. La



concentration des flavonoides dans les extraits est déduite a partir d’une droite d’étalonnage
établie avec de la quercétine (figure 18), et est exprimée en pg d’équivalents de quercétine

par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

11.4. Dosage des tannins
La méthode de Bate-Smith (1973) qui se base sur la précipitation de ’hémoglobine du sang
frais des ovins est utilisée pour déterminer la teneur en tannins des extraits de P.lanceolata.
Briévement, un volume de sang hémolysé est mélangé avec un volume d’échantillon a
différentes concentrations. Le mélange est laissé réagir pendant 20 min a température
ambiante. Aprés une centrifugation a 4000 rpm pendant 10 min a 4°C, I’absorbance du
surnageant est lue a 576 nm contre 1’eau distillée. Une gamme d’étalonnage est établie avec
de Il’acide tannique (figure 19). La teneur en tannins des extraits est exprimée en ug
d’équivalents d’acide tannique par mg d’extrait (ug EAT/mg d’extrait). Le taux de
précipitation de ’hémoglobine des deux extraits est calculé selon la formule suivante :
Taux de précipitation (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

Ac: absorbance du contrdle.

At: Absorbance du test.

I1.5. Activité anti-inflammatoire
Afin d’évaluer ’effet anti-inflammatoire des extraits aqueux et méthanolique de la partie
aérienne de P. lanceolata, deux modéles d’inflammation aigue ont été utilisés: 1’cedéme de

I’oreille induit par I’huile de croton et I’cedéme de la patte induit par la carragénine.

11.5.1. (Edéme de ’oreille induit par I’huile de croton chez la souris

L’effet anti-cedémateux des deux extraits de P. lanceolata a été examiné en utilisant 1’cedéme
de Doreille induit par 1’huile de croton (Manga et al., 2004). Afin de provoquer une
inflammation cutanée, les souris regoivent sur la face interne de 1’oreille droite 15ul d’une
solution acétone-eau (1:1) contenant 80 g d’huile de Croton comme agent irritant.

Les souris traitées recoivent localement 2 mg/oreille d’E. Aq, ou d’E. Met ou 0,5 mg
d’indométacine, simultanément avec 1’agent phlogogénique. L’épaisseur de 1’oreille est
mesurée par un pied a coulisse digital avant le traitement et 6 heures aprés I’induction de
I’inflammation (Delaporte et al., 2004). La différence de 1’épaisseur avant et aprés
I’application de 1’agent phlogogénique est calculée. Le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme
est défini par rapport au groupe témoin (qui recoit uniquement la solution de 1’huile de croton)

selon la formule suivante :
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Figure 17. Droite d'étalonnage de I'acide gallique.
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Figure 19. Droite d’étalonnage de ’acide tannique.



Taux d’inhibition = (A Témoin — A Traité / A Témoin) x 100
A Témoin: différence d’épaisseur pour le groupe témoin.

A Traité: différence d’épaisseur pour le groupe traité.

11.5.2. (Edéme de la patte induit par la carragénine chez le rat

L'inflammation aigue a été provoquée par l'injection de 0,1 ml de carragénine (1%) sous
I'aponévrose plantaire de la patte postérieure droite du rat (Khabbal et al., 2006). Les rats
traités recoivent oralement deux doses (200 et 400 mg/kg) de I’E. Aq ou de I’E. Met de P.
lanceolata 1 heure avant I’induction de 1’cedéme. L'aspirine (200 mg/kg) est utilis¢é comme
anti-inflammatoire de référence. Les rats des groupes témoins (contréle positif et contrle
négatif) n‘ont recu qu'une solution saline isotonique (NaC1 0.9 %). La solution de carragénine
a été remplacée chez les témoins négatifs par 0.1 ml de NaCl 0.9 %. Le volume des pattes
enflammés est mesuré a 1’aide d’un pléthysmométre (Hugo Basile, Germany) avant
I'administration de la carragénine et 30 min aprés traitement, puis chaque 1 heure jusqu’a 6h. .
Le pourcentage de l'inhibition de 1’cedéme est défini par rapport au groupe témoin selon la
formule suivante : Taux d’inhibition = (A Témoin — A Traité / A Témoin) x 100

A Témoin: différence de volume pour le groupe témoin.

A Traité: différence de volume pour le groupe traité.

I1.6. Activité antioxydante

11.6.1. Test de DPPH

L’activité anti-radicalaire des extraits a été évaluée par le test de DPPH (Que et al., 2006) qui
est un radical libre stable caractérisé par une couleur violette en solution dans 1’éthanol. 1l
présente une forte absorbance a 517 nm. L’ajout d’un antioxydant dans une solution de
DPPH, conduit a sa réduction (Figure 20) et sa transformation en un composé jaune. Cette
décoloration est directement proportionnelle au nombre de protons captés et peut étre suivie
par la lecture de I’absorbance du milieu réactionnel (Mosquera et al., 2007). Elle permet
d’évaluer le taux de réduction du DPPH et fournit donc un moyen pratique pour mesurer le
pouvoir anti-oxydant des extraits étudiés.

Pratiquement, 2 ml d’extrait ou de I’antioxydant standard BHT a différentes concentrations
sont mis dans 2 ml de solution éthanolique de DPPH (0.1mM). Le mélange est incubé a
I’obscurité pendant 30 min. et la décoloration par rapport au controle contenant uniquement la
solution de DPPH est mesurée a 517 nm contre un blanc d’éthanol. L’activité anti-radicalaire
est déterminée selon 1’équation suivante : Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x10
Ac: absorbance du contrble.

At: Absorbance du test.
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Figure 20. La forme radicalaire et la forme réduite de DPPH.

La concentration ayant la capacité de piéger 50% du radical DPPH (ICs) a été déterminée.
11.6.2. Chélation du fer ferreux
La capacité chélatrice des extraits a été évaluée selon la méthode décrite par Le et ses
collaborateurs (2007). Sept cent microlitres de solutions d’extraits a différentes concentrations
sont mélangées avec 50ul de FeCl, (0.6 mM). Apres 5 min d’incubation, 50ul de ferrozine
(5mM) sont ajoutées au milieu réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé réagir a
température ambiante pendant 10 min, le temps nécessaire a la complexation du fer résiduel
et la formation d’un chromophore rouge (Fe(II)-Ferrosine) ayant un maximum d’absorption a
562 nm. L’EDTA est utilis¢ comme chélateur de référence, le controle négatif est préparé de
la méme maniére en remplacant 1’échantillon a tester par 1’eau distillée. La lecture est
effectuée contre un blanc de méthanol.
L’activité chélatrice des extraits étudiés est exprimée en pourcentage et calculée selon
I’équation suivante :  Activité chélatrice (%) = [(Ac- At)/ Ac] x100

Ac : absorbance du contrdle a 562 nm.

At : Absorbance de I’échantillon a 562 nm.
Les concentrations (ECsp) des deux extraits qui produisent 50% d’activité chélatrice ont été

calculées.

11.6.3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits agueux et méthanolique de P.lanceolata est determiné selon
le protocole décrit par Rohit et al. (2012) avec quelques modifications. Des solutions
d’extraits et de I’antioxydant de référence a différentes concentrations sont initialement
mélangées avec 2.5 ml du tampon phosphate (200mM, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanide de
potassium [K3Fe(CN) 6] (1%). Aprés 20 minutes d’incubation a 50°C, 2.5 ml de TCA (10%)
sont additionnés au milieu réactionnel, le mélange est centrifugé a 800 rpm pendant 10



minutes. Ensuite, 2.5 ml de surnageant sont mélangés avec 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml de
FeCls (0.1%) et I’absorbance est lue a 700 nm contre un blanc sans FeCls;. L’absorbance est
directement proportionnelle au pouvoir réducteur. La valeur ECs, est calculée a partir de la

courbe de ’absorbance en fonction de la concentration de 1’échantillon.

11.7. Technique de diffusion sur I’agar pour I’évaluation de I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits aqueux et méthanolique de P. lanceolata a été évaluée
par la technique de diffusion sur I’agar (Falleh et al.,2008) vis-a-vis de 6 souches bactériennes
Gram™ (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
typhimurium ATCC 13311, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Proteus mirabilis ATCC
35659 et Klebsiella pneumoniae ATCC 700603) et 4 souches Gram® (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 10876, Enterococcus faecalis ATCC 49452 et Listeria
monocytogenes ATCC 15313). Les différentes espéces bactériennes sont d’abord repiquées
par la méthode des stries sur milieu Mueller Hinton, puis incubées a 37 °C pendant 24 h. Une
ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevées et transférées dans I’cau
physiologique a une turbidité équivalente a 0.5 Mc Farland, ce qui est traduit par une
absorbance comprise entre 0.08 et 0.1 a 625 nm (Rahal, 2005). Un prélévement a partir de cet
inoculum sert & ensemencer de nouvelles boites de Peétri contenant le milieu Mueller Hinton
par la technique d’écouvillonnage. Des disques Wattman n°1 stérile de 6 mm de diamétre sont
chargés avec 15 pl d’extraits aqueux ou méthanolique puis placés sur les boites. Les disques
des controles négatifs sont imprégnés d’eau distillée. Des disques standards contenant
I’antibiotique de référence (Amoxicilline) servent de contréle positif. Les boites de Pétri sont
incubées a 37°C pendant 24h. La lecture des antibiogrammes est faite par la mesure des

diamétres des halos d’inhibition au tour de chaque disque.

11.8. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + SD et en moyenne +
SEM pour les tests in vivo. Les valeurs des ICsg et des ECsp  sont déterminées a partir de la
courbe [% inhibition = f (concentration)]. Les comparaisons multiples et la détermination des
taux de signification sont faites par le test ANOVA univarié suivi du test de Tukey. Les

différences sont considerées statistiquement significatives au seuil de 0.05 (p < 0.05).
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RESULTATS
I. Préparation des extraits, dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins

Apres extraction aqueuse (usage traditionnel) et par 1’alcool, les filtrats obtenus sont séches et
deux poudres fines hygroscopiques de couleur brune sont obtenues.

L’extrait aqueux de la partie aérienne de P. lanceolata a donné un rendement de 20%, qui est
relativement élevé par rapport a celui de I’extrait méthanolique (17 %).

Le contenu des deux extraits aqueux et méthanolique en composés phénoliques, flavonoides
et en tannins est résumé dans le tableau 4. Les résultats montrent que I’E. Met de P.
lanceolata est plus riche en polyphénols, en flavonoides et en tannins que I’E. Aq.

L’acide tannique induit une précipitation totale de I’hémoglobine a une concentration de 550
ug/ml. L’extrait aqueux a des effets tannants de 3%, 7% et 8% a des concentrations de 1, 1.5
et 2 mg/ml respectivement. A ces concentrations, 1’extrait méthanolique exerce des effets

tannants de 15%, 20% et 25% respectivement.

Tableau 4. Teneur des extraits aqueux et méthanolique de P. lanceolata en polyphénols totaux,

flavonoides et tannins. Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.

Extrait Polyphénols Flavonoides Tannins
(ng d’équivalent d’acide | (ug d’équivalent de (pg d’équivalent d’acide
gallique/mg d’extrait) quercétine/mg d’extrait) tannique/mg d’extrait)
Extrait aqueux 32.99 + 3.47 11.40+ 0,70 23.88 + 4.07
Extrait méthanolique 86.50 + 2.10 31.02+1.15 48.71+7.78

I1. Activité anti-inflammatoire des extraits de Plantago lanceolata

I1.1. Effet des extraits sur ’cedéme de I’oreille induit par I’huile de croton chez la souris

L’effet anti-cedémateux d’un traitement local par I’extrait aqueux et méthanolique de P.
lanceolata a été évalué en utilisant I’cedéme de I’oreille induit par ’huile de croton chez la
souris comme modele d’inflammation aigue. Les souris du groupe témoin ayant regu
uniquement la solution d’huile de croton ont développé au bout de 6 heures un cedéme
caractérise par une augmentation de 1’épaisseur de 1’oreille de 90 + 9.7 pm.

Le traitement par 2 mg/oreille de I’extrait méthanolique a induit une atténuation trés

significative (p<0.001) de l’inflammation par rapport aux souris du groupe témoin.



L’augmentation de I’épaisseur est de 10 + 3.00 pm seulement. L’inhibition est donc de 89%.
Ce pourcentage d’inhibition est supérieur a celui obtenu avec 1’indométacine utilis¢é comme
anti-inflammatoire de référence. En effet, I’augmentation de 1’épaisseur 6 heures apres
I’induction de I’inflammation par 0.5 mg/oreille d’indométacine est de 26 + 3,7 um, ce qui
correspond & une inhibition de 72%. De méme, une diminution trés significative de 1’cedéme
est observée chez les souris du groupe traité par 2 mg/oreille de 1’extrait aqueux par rapport
aux souris du groupe témoin. L’augmentation de I’épaisseur est de 22 + 2,5 um, soit un taux
d’inhibition de 77%, un taux trés proche a celui de I'indométacine mains significativement

(p <0.01) inférieur a celui exercé par I’extrait méthanolique (figure 21).

11.2. Effet des extraits sur I’eedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat

Pour confirmer I'activité anti-inflammatoire des deux extraits de P. lanceolata, I’cedeme de la
patte a été induit chez les rats.

L’injection sous-plantaire de la carragénine a provoqué un cedéme dont le maximum du
volume est de 0.53 + 0.11 ml, 4 heures aprés I’induction de I’inflammation, Soit un taux
d’cedéme de 79 %.

Les deux extraits de P. lanceolata ont exercé des effets anti-cedémateux d’une maniére dose-
indépendante. En effet, le prétraitement des rats par l'extrait aqueux de P. lanceolata aux
doses de 200 et 400 mg/kg prévient de facon significative (p < 0.01) l'eedéme. A 4 heures, les
pourcentages de I’cedéme étaient 18% et 16% pour les deux doses respectivement (figure 22).
Les taux d’inhibition sont de 82% et 84% successivement.

L’extrait méthanolique a également diminué 1’cedéme apres 4 heures a 32 % et 39% par les
doses de 200 et 400 mg/kg respectivement, ce qui correspond a des taux d’inhibition de 67%
et 54% respectivement (figure 23).

L’aspirine utilisée comme anti-inflammatoire de référence (200 mg/kg) a inhibé l'cedéme

apres 4 heures avec un taux de 80%.
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Figure 21. Effet de I’extrait aqueux (E. Aq) et méthanolique (E. Met) de la partie aérienne de P.
lanceolata sur I’cedéme de 1’oreille induit par I’huile de croton chez la souris. L’cedéme est induit par
application topique de 80 pg de I’huile de croton sur la face interne de ’oreille droite. Les groupes de
souris sont traités localement par 2 mg/oreille d’E. Aq ou E. Met ou par 0.5mg/oreille d’indométacine
(IND). Le groupe de souris témoin recoit uniquement la solution de I’huile de croton. A : Différence
de I’épaisseur de I’oreille avant et six heures apres I’induction de I’cedéme. La comparaison est faite
par rapport a celle du groupe témoin. B : Pourcentage d’inhibition de I’cedéme. La comparaison est
faite par rapport a I’indométacine. Les valeurs représentent les moyennes = SEM (n=10). *** : p <

0.001, ** : p <0.01, NS : non significatif (ANOVA univarié suivie du test de tukey).
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Figure 22. Effet de I’extrait aqueux (E. Aq) et méthanolique (E. Met) de la partie aérienne de P.
lanceolata sur ’eedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat. L'eedéme est induit par
I'injection sous-plantaire de 0.1 ml de carragénine a 1% chez les rats prétraités oralement par le
véhicule, I'aspirine (200 mg / kg), I’E. Aq (200 et 400 mg/kg) (A) ou I’E. Met (200 et 400 mg/kg) (B).
Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=7).
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Figure 23. Effet de I’extrait aqueux (E. Aq) et méthanolique (E. Met) de P. lanceolata sur 1’cedéme de
la patte induit par la carragénine chez le rat 4 heures aprés I’induction. L’cedéme a été crée apres le
traitement orale des rats par 200 ou 400 mg/kg de I’E. Aq ou I’E. Met, ou par 200 mg/kg de I’aspirine.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition. La comparaison est faite par rapport au
groupe de I’aspirine. Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n =7). *: p < 0,05, NS : non

significatif (ANOVA univarié suivie du test de tukey).

I11. Activité antioxydante des extraits de Plantago lanceolata

I11.1. Activité antiradicalaire

Les résultats de la présente étude montrent que 1’extraits aqueux et méthanolique de la partie
aérienne de P. lanceolata possédent un effet piégeur remarquable vis-a-vis du radical DPPH
(figure 24). L’effet de I’E.Met est trés proche de celui obtenu par 1’antioxydant standard
(BHT), alors que I’E. Aq a montré un effet relativement supérieur.

Les ICs obtenus sont représentées dans le tableau 5. Les différences entre les extraits et le

BHT et entre les extraits eux-mémes sont statistiquement significatives (p < 0.05).
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Figure 24. Activité antiradicalaire de I’extrait aqueux (E. Aq) et méthanolique (E. Met) de la partie
aérienne de P. lanceolata (A) et du BHT (B) vis-a-vis du radical DPPH. Chaque valeur représente la

moyenne de 3 essais + SD.



Tableau 5. Valeurs des ICsq des extraits de P. lanceolata et de BHT. Les valeurs représentent la
moyenne de 3 essais + SD.

Echantillon 1Csp (pHg/ml)
Extrait aqueux 38.94 0,83
Extrait méthanolique 66,44 £+ 1.04
BHT 58.64 + 1,89

11.2. Effet chélateur du fer ferreux

Les effets chélateurs envers les ions ferreux des 2 extraits de P. lanceolata sont
statistiquement significatifs (p < 0.01) et sont concentration dépendants (figure 25).

A 200pg/ml, I’E. Aq a montré un effet chélateur plus important (95%) que celui obtenu par
I’E. Met (71%). L’EDTA utilis¢ comme chélateur de référence a exercé une chélation
maximale de 100% a la concentration de 14ug/ml.

Le tableau 6 montre les valeurs d’ECso obtenues avec I’E. Aq, I’E. Met de P. lanceolata et

I’EDTA ainsi que les activités chélatrices exprimées en mg d’équivalent ’EDTA/g d’extrait.

111.3. Pouvoir réducteur

Les résultats montrent que les deux extraits de P. lanceolata possédent un pouvoir réducteur
remarquable (p < 0.05), concentration-dépendant (figure 26).

A la concentration de 250pg/ml, ’E. Met a montré un meilleur pouvoir réducteur que celui
obtenu avec I’E. Aq. Le BHT montre une activité réductrice maximale a 50 pg/ml. Les ECs

sont représentées dans le tableau 7.

Tableau 6. Valeurs ECs et I’activité chélatrice en termes d’équivalents d’EDTA des extraits de P.
lancéolata et de ’EDTA. Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.

Echantillon ECso (Hg/ml) Activité chélatrice (mg E-EDTA/g d’extrait)
Extrait aqueux 53.61+1.51 111.42+0.34
Extrait méthanolique 105.78 + 14.56 57.08 +6.74

EDTA 5,97 + 0,17
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Figure 25. Activités chélatrices de I’extrait aqueux, E. Aq (A) et métanolique, E. Met (B) de la
partie aérienne de P. lancéolata et de ’EDTA (C) vis-a-vis du fer ferreux, exprimée en pourcentage de

chélation. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + SD.



Tableau 7. Les ECs,des extraits de P. lanceolata et du BHT. Les valeurs représentent la moyenne de
trois essais + SD.

Echantillon ECso (ug/ml)
Extrait aqueux 52.27 £5.64
Extrait méthanolique 54.54 + 0,82
BHT 15.95+0.61
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Figure 26. Pouvoir réducteur des extraits agueux et methanolique (A) de P. lanceolata et du BHT (B)
a 700 nm. Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD.




1V. Activité antibactérienne

Les résultats de I’activité antibactérienne révélent que I’extrait aqueux a 100 et a 200 mg/ml
exerce un effet antibactérien considérable sur 4 souches bacteriennes (Proteus mirabilis
ATCC 35659, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC
13311 et Bacillus cereus ATCC 10876) parmis les dix souches testées. L’effet de I’E. Aq est
plus important que celui de ’amocixilline (Amox), utilis¢ comme référence. L’extrait
méthanolique a montré un effet antibactérien plus faible que celui de I’E. Aq, mais trés
proche de celui de I’amoxicilline pour les deux souches : Salmonella typhimurium ATCC
13311, Proteus mirabilis ATCC 35659 (figure 27). L’E. Met exerce un effet inhibiteur
modéré sur  Listeria monocytogenes ATCC 15313, tandis que I’extrait aqueux et

I’amoxicilline n’ont aucun effet sur cette souche (tableau 8).

Tableau 8. Zones d’inhibition de la croissance bactérienne induite par les extraits aqueux (E. Aq) et
méthanolique (E. Met) de P. lanceolata et par I’amoxicilline. Les valeurs représentent la moyenne +
SD (n=3).

Zone d’inhibition (mm)
E. Met
100mg/ml | 200mg/ml

Bactéries E. Aq Amoxiciline

100mg/ml | 200mg/ml

30ug/disque

Acinetobacter baumanii ATCC 19606 | - - - - -

Escherichia coli ATCC 25922 - - - - -

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 | - - - - -

Proteus mirabilis ATCC 35659

13.11+0.38

14.09+0.38

11.44+0.20

12.11+0.17

10.32+0.58

Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

8.0+0.0

7.32+0.58

Salmonella typhimurium ATCC
13311

19.78+0.19

22.11+0.38

16.72+1.68

15.13+1.26

19.66+0.58

Bacillus cereus ATCC 10876

7.32+0.58

8.32+0.58

Enterococcus faecalis
ATCC 49452

12.0+0.0

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Listeria monocytogenes ATCC 15313

8.0+0.0

8.0+0.0

(-) : sans effet
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Figure 27. Photographies des zones d’inhibition de la croissance bactérienne de quelques souches
induites par ’extrait aqueux et I’extrait méthanolique de P. lanceolata. Les résultats sont représentés
en triplicata.



DISCUSSION

I. Préparation des extraits de P. lanceolata

L’extraction par les solvants organiques est souvent la méthode la plus pratiquée pour la
préparation des extraits de plantes. Cependant, Sahreen et al. (2010) ont montré que le
méthanol et ’eau ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés
pour une meilleure récupération de composés phénoliques.

Deux procédés d’extraction ont été utilisés dans la présente étude. L’extraction aqueuse, par
décoction (ébullition pendant 20 minutes) et qui correspond a I’'usage traditionnel de la plante.
Toutefois, 1’eau n’est pas le solvant idéal pour plusieurs constituants bioactifs des plantes.
Elle permet d’extraire préférentiellement les composés polaires, mais a température élevée,
elle peut aussi extraire quelques composés amphiphiles (Jones et Kinghon, 2005).

Dans la deuxiéme méthode d’extraction, un mélange hydroalcoolique (méthanol/eau) est
utilisé vue la capacité du méthanol d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires et de
faciliter l'extraction d’un grand nombre de composés polaires ainsi que des composés de
moyenne et de faible polarité. De méme, le déroulement de cette extraction a température
ambiante ainsi que I’épuisement du solvant a pression réduite permet de prévenir leur
dénaturation ou modification probable due a la température elevée utilisée (Seidel, 2005).
Avant son utilisation, la plante a été séchée a I’abri de la lumiére puis broyée, pour éviter une
éventuelle dégradation enzymatique des flavonoides, particulierement les glycosides (Marston
et Hostettmann, 2006), ou microbiennes (Seidel, 2005). Le séchage de la plante a I’obscurité
prévient les transformations chimiques telles que I’isomérisation et la dégradation causées par
les radiations UV (Jones et Kinghorn, 2005). L’utilisation de la plante sous forme de poudre
rend ’extraction plus efficace, en effet, I’échantillon devient plus homogéne, la surface de
contact avec le solvant est plus grande, la pénétration a I’intérieur des cellules est plus facile.
Le rendement de I’extraction dépend de plusieurs facteurs, a savoir la méthode d’extraction, le
temps, la température, le solvant utilisé et la nature chimique de 1’échantillon (Su et al., 2006 ;
Tabart et al., 2007). Dans la présente étude, 1’extraction aqueuse a donné un rendement de
20% tandis que I’extraction méthanolique a donné 17%. Cela est expliqué par le fait que I’eau
a haute température provoque la perturbation des cellules facilitant ainsi la pénétration du
solvant et la solubilisation des molécules (Albano et Miguel, 2010). La chaleur peut,
cependant, conduire a la dégradation des molécules thermolabiles (Seidel, 2005), c’est la

raison pour laquelle, le temps de décoction a été réduit a 20 min.

L’origine géographique de la plante (climat et sol), la saison de la récolte, la durée et les

conditions de stockage influencent le rendement de 1’extraction. En effet, Beara et al. (2012)



qui ont travaillé sur la méme espece mais originaire de la Serbie ont obtenu un rendement de

10% seulement avec 1’alcool contre 17% obtenu dans cette étude.

I1. Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins

Le dosage de polyphénols, des flavonoides et des tannins ont eté effectués, car la majorité des
effets pharmacologiques des plantes sont attribués a ces substances (Gulcin et al., 2010).
L’extrait méthanolique de la partic aérienne du P. lanceolata est plus riche en polyphénols, en
flavonoides et en tannins que 1’extrait aqueux. Cela est attribué probablement a la différence
de solubilité de ces composés dans le méthanol et 1’eau. Selon Falleh et al. (2008) une
meilleure récupération de polyphénols et de flavonoides est obtenue avec le méthanol.
Cependant, I’eau et le méthanol sont deux solvants polaires qui extraient particulieérement les
flavonoides glycosylés et les tannins (Seidel, 2005), tandis que les flavonoides aglycones sont
extraits par les alcools ou le mélange eau-alcool (Marston et Hostettmann, 2006). Ce qui
explique en grande partie la richesse de 1’extrait méthanolique par rapport a 1’extrait aqueux.
Selon Jankovic et ses collaborateurs (2012), P. lanceolata est considéré parmi les espéces du
genre Plantago la plus riche en polyphénols totaux et en phenylpropanoid glycosides.

Nos résultats sont différents de ceux de Sebnem et al. (2012) qui ont obtenu 79.94 mg
d’EAG/g d’extrait méthanolique de la partie aérienne de P. lagopus et ceux obtenus par Dalar
et Konczak (2013) qui ont estimé cette teneur a 80.4 = 1.8 mg EAG/g d’extrait
hydroalcoolique de P. lanceolata. Cependant, nos extraits sont plus riches en polyphénols que
ceux de P. major (Pourmorad et al., 2006).

La teneur en flavonoides de cette étude est meilleure que celle obtenue par Mohamed et al.,
(2011) qui ont trouvé que ’extrait des feuilles de P. major renferme seulement 6.41 + 0.04 g
d’EQ/mg d’extrait.

Les résultats de notre etude montrent que les teneurs en polyphénols sont plus importantes
que celles des flavonoides. Ceci est logique car les flavonoides représentent les composés
majoritaires des polyphénols. Les conditions de culture et le climat peuvent en étre la cause de
cette différence (Djeridane et al., 2005; Boizot et Charpentier, 2006).

Les différences notées peuvent-étre dues a la différence entre les procédeés et les conditions
d’extraction (type de solvant et temps d’extraction) d’une part et aux périodes de recolte du
matériel végétal d’autre part. En effet, Tamura et Nishibe (2002) ont démontré que le taux des
phenylpropanoid glucoside et des acteosides dans les feuilles de P. lanceolata augmentent

durant la saison de plantation pour atteindre le maximum au milieu de I’automne.



I11. Activité anti-inflammatoire des extraits de P. lanceolata

L'inflammation est un processus complexe dans lequel divers médiateurs sont impliqués. Elle
est caractérisée par quatre symptomes cardinaux, chaleur, rougeur, cedéme et douleur. Le
développement de l'cedéme a été décrit par Vinegar, et al. (1969) comme événement biphasé
dont la phase précoce (d’environ lheure) est attribuée a la libération de 1’histamine et de la
sérotonine, et & une augmentation de la synthése des prostaglandines dans les tissus
endommagés. La deuxiéme phase de I’cedéme (1h30 a 3 heures) est due a la libération des
substances prostaglandin-like a savoir la bradykinine et les leucotriénes. Au-dela de la
troisieme heure les prostaglandines sont synthétisées par les macrophages tissulaires
(Wantana et al., 2009; Perazzo et al., 2013). Selon Cuzzoerea et al. (1998), la phase tardive de
la réponse inflammatoire est liée a la migration des neutrophiles et leur accumulation dans le
site enflammé, ou elles liberent des espéces réactives de Il'oxygene, des enzymes
protéolytiques et d'autres médiateurs. La mesure de I’cedéme est donc un excellent outil pour
la quantification de l'inflammation cutanée, induite par les agents phlogistiques. Dans la
présente étude, deux modeles d’inflammation aigue ont été utilisés pour évaluer 1’effet anti-
inflammatoire de I’extrait aqueux et méthanolique de la partie aérienne de P. lanceolata.
L’cedeme de ’oreille induit par 1’huile de croton chez les souris et ’cedéme de la patte induit
par la carragénine chez les rats sont des modeles expérimentaux largement utilisés pour le
criblage d’anti-inflammatoires synthétiques ou naturels qui agissent a différents niveaux
(Winter et al., 1962 ; Altinier et al., 2007 ; Cabrini et al., 2011 ; Ouédraogo et al., 2012).
L'huile de croton est un agent phlogistique extrait de Croton tiglium, son effet irritant est di
au TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate) qu’elle contient. L’application topique de
cette huile induit une réponse inflammatoire aigue caractérisée par une surproduction de
médiateurs pro-inflammatoires a savoir TNF-a, IL-1b, IL-6, MPO, NO synthase inductible
(INOS), COX-2 et PGE2 (Xian et al.,, 2012). Le TPA provoque I’augmentation de la
perméabilité vasculaire et un cedéme qui atteint son maximum 6 heures apres 1’application
(Michel et al., 2012), une infiltration de neutrophiles et une prolifération des cellules
épidermiques apres 24-48 heures (Delaporte et al., 2004; Ho et al., 2007). Comme elle
augmente ’activité de la xanthine oxydase et de peroxydation lipidique (Rahman et al.,
2009).

Ces évenements sont déclenchés d’apres Murakawa et ses colaborateurs (2006) par la protéine
kinase C (PKC), qui favorise une augmentation de l'activité de la phospholipase A2, COX et
LOX avec I’induction de I’expression des cytokines pro-inflammatoires. Aquila et ses

collaborateurs (2009) suggerent que le TPA stimule 1’expression de la COX 2 et de la iNOS



via I’activation de la PKC. En outre, la PKC favorise également la sécrétion et l'activation de
plusieurs médiateurs immunitaires comme les cytokines et les chemokines qui augmentent et
maintiennent la réponse inflammatoire de la peau (Denning, 2004).

Le traitement local des souris par 1’extrait méthanolique de la partic aérienne de P. lanceolata
réduit significativement le volume de 1’cedéme induit par le TPA chez les souris. Cet effet est
supérieur a celui exercé par I’indométacine (anti-inflammatoire de référence). A la méme
dose, I’extrait aqueux exerce une inhibition significative tres proche de celle induite par
I’indométacine, mais inférieure a celle de I’extrait méthanolique.

L’important effet anti-inflammatoire de 1’extrait méthanolique est probablement di a la
présence de substances lipophiles douées d’activités anti-inflammatoires et qui sont capables
de traverser la barriére cutanée (Manga et al., 2004). Tandis que, I’extrait aqueux ne contient
que des substances hydrosolubles qui ne peuvent traverser la barriére cutanée (Seidel, 2005).
L’effet anti-inflammatoire des extraits de P. lanceolata, pourrait étre da a la présence
d’antagonistes de I'histamine, d’inhibiteurs de la phosphodiestérase, de piégeurs de radicaux
libres et d’autres composés ayant des propriétés anti-inflammatoires (Crummey et al., 1987).
Les tannins et les polyphénols présents dans les especes du genre Plantago peuvent avoir un
effet anti-inflammatoire. En effet, 1’application topique de certains flavonoides comme la
quercetine et la myricetine exerce une forte inhibition sur la COX et la LOX (Kim et al.,
1993). L’actéoside, le phenylethanoid principal de P lanceolata, inhibe 1’cedéme de 1’oreille
induit par ’acide arachidonique chez la souris (Murai et al., 1995). De méme, certains
flavonoides aglycones tels que 1’apigénine, la quercetine, la morine ainsi que les flavones et
les flavonols glycosides exercent une activité anti-inflammatoire, lors d’une application
topique et orale in vivo (Lee et al., 1993).

L'injection sous-plantaire de la carragénine a induit un cedéme local qui atteint son maximum
aprés 4 h. Le mécanisme cellulaire et moléculaire de I'inflammation induite par la carragénine
est bien caracterisé. Elle provoque la libération de plusieurs médiateurs chimiques qui sont a
I’origine du processus inflammatoire (Ouédraogo et al., 2012). L’activation des mastocytes
libérent la sérotonine et I'nistamine, stimulant ainsi une cascade d'événements qui produisent
plusieurs facteurs chimiotactiques tels que le C5a, les chimiokines et LTB4, ce qui conduit a
une migration leucocytaire intense (Laurent., 1987 ; Botting et Botting, 2000).

Les résultats obtenus montrent que I’extrait aqueux du P. lanceolata est légérement plus
efficace que 1’extrait méthanolique. L’inhibition de 1’cedéme de la patte est dose-indépendante
durant les deux phases de I’inflammation. La forte inhibition de I’cedéme a été observée apres

4 heures de I’induction de I’inflammation. Cela suggere que 1’activité inhibitrice des extraits



s’exerce davantage sur les COX qui sont responsables de la synthése des prostaglandines pro-
inflammatoires durant la deuxiéme phase de I’inflammation (Ouédraogo et al., 2012). En
effet, Palmeiro et ses collaborateurs (2002) ont trouvé que le traitement des rats par voie orale
par des extraits hydroalcooliques des feuilles, des fruits et des racines de Plantago australis,
inhibe 1’cedéme de la patte induit par la carragénine de fagon dose indépendante. Ces auteurs
ont expliqué cet effet par I’inhibition de la synthése des prostaglandines. Cependant, Beara et
al. (2010), ont attribué I’effet anti-inflammatoire des extraits de P. lanceolata et de P. major a
I’inhibition de la COX-1 et du 12-LOX.

La richesse des especes du genre Plantago en phénols et en flavonoides (Samuelsen, 2000;
Beara et al., 2009) explique en partie 1’effet anti-inflammatoire de leurs extraits. En fait, P
lanceolata contient des phényléthanoides (actéoside, cistanoside, lavandulifolioside...), des
flavonoides (apigénine, quercetine, plantaginine...), I’hétéroside iridoidique et des catalpols
(Murai et al., 1995). Les phénols et les flavonoides sont d’aprés Schneider et Bucar (2005) de
puissants inhibiteurs de la 12-LOX. Selon Kim et ses collaborateurs (2006), I’acide gallique et
ses dérivés sont responsables de I’inhibition de I’activation du p38 MAPK, et I’inhibition de
la fixation du NF-«kB, essentiels pour I’expression des cytokines pro-inflammatoires telles que
I’histamine, TNF-a et IL-6. En plus, les tanins ont la capacité d'inhiber la phospholipase A2
ce qui conduit a I’inhibition des prostaglandines et des leucotrienes (Glaser et al., 1995;
Chandra et al., 2007; Da Silva et al., 2008).

Les ROS produits au cours de I’inflammation par les cellules phagocytaires interviennent
dans le métabolisme de 1’acide arachidonique pour produire des mediateurs pro-
inflammatoires (Linda et al., 2004; Geronikaki et Gavalas, 2006). Il ressort donc que I’effet

anti-inflammatoire des extraits naturels est en partie da a la présence d’antioxydants.

IV. Activité antioxydante des extraits de P. lanceolata

L'activité antioxydante se manifeste par diverses actions, telles que, I'inhibition des enzymes
d'oxydation, la chélation des métaux de transition, le transfert d’un hydrogéne, la
désactivation de I'oxygéne singulet ou la détoxification enzymatique des ROS. L'ensemble des
activités antioxydantes devraient étre evalués par différentes methodes afin de caracteriser le
potentiel antioxydant de principes actifs ou d’extraits (Prior et al., 2005). Dans le présent
travail, trois tests ont été réalisées pour évaluer I’effet antioxydant des extraits de P.

lanceolata: le test de DPPH, la chélation des métaux et le test du pouvoir réducteur.



IV. 1. Activité antiradicalaire des extraits de P. lanceolata

Les extraits de la partie aérienne de P. lanceolata possedent un effet piégeur remarquable vis-
a-vis du radical DPPH. En effet, les I1Cs, des extraits aqueux et méthanolique sont tres faibles
(38 et 66pg/ml respectivement). En comparaison avec le BHT (antioxydant de référence),
I’extrait aqueux montre un effet plus puissant alors que 1I’extrait methanolique montre un effet
relativement plus faible. Plusieurs études ont montré le pouvoir antiradicalaire de 1’extrait
méthanolique de P. major (Poumorad et al., 2006; Kolak et al., 2011).

Ce pouvoir antioxydant est probablement attribué aux composes phénoliques, connus comme
des antioxydants ayant la capacite de piéger les especes radicalaires et les formes réactives de
I’oxygene (Hennebelle et al., 2004 ; Kelly et al., 2002). Plusieurs études sur les activités
antioxydantes des extraits de plantes ont montré la corrélation entre la teneur en polyphénols
et I’activité antiradicalaire (Samaniego-Sanchez et al., 2007 ; Falleh et al., 2008 ; Ranilla et
al., 2010). La récente étude de Dalar et ses collaborateurs (2012) a montré la forte activité
antioxydante de P. lanceolata et sa corrélation avec la teneur en composés phénoliques,
constituants majeurs des extraits hydroalcooliques. Plusieurs études ont montré que les
extraits du genre Plantago ont d’importantes propriétés antioxydantes (Mohamed et al., 2011;
Galvez et al. , 2005; Beara et a.l , 2009).

La différence d’activité notée entre les extraits aqueux et organiques est souvent attribuée au
fait que les extraits a base de solvants organiques sont plus riches en métabolites secondaires
polaires, de moyenne et de faibles polarité (Kintzios et al, 2010). Dans notre étude 1’extrait
aqueux a donné un effet meilleur que celui de I’extrait alcoolique. II semble que la nature et la
quantité de solvant utilisé pour solubiliser 1’antioxydant influencent le test du DPPH, et
montre la complexité de I’estimation de 1’activité antioxydante. Plusieurs auteurs confirment

la nécessité de standardiser et de normaliser la méthode de DPPH (Andrzej et al, 2012).

IV. 2. Activité chélatrice des extraits de P. lanceolata

Les métaux de transition principalement les ions Fe?* qui jouent un réle important dans le
processus d’oxydation sont capables de générer des radicaux OH" a partir des peroxydes par la
réaction de Fenton. Ainsi, les chélateurs efficaces des ions ferreux peuvent fournir une
protection contre les dommages générés lors du stress oxydant. Les agents chelateurs qui
forment des liaisons avec le meétaux agissent comme des antioxydants secondaires qui
réduisent le potentiel redox des ions métalliques et par conséquent stabilisent leur forme
oxydée (Gulcin et al., 2005).

L’activité chélatrice des métaux des extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne de

P. lanceolata a été évaluee par le test de la ferrozine, dans lequel la complexation entre le fer



résiduel et la ferrozine forme un chromophore rouge (c’est le complexe Fez+-FerrOZine), ayant
un maximum d’absorption a 562 nm. Le virage de la coloration rouge vers une solution
transparente indique 1’activité chélatrice du fer résiduel (Gulcin et al., 2005). La réaction est
affectée & la fois par les constantes de formation des deux complexes : antioxydant- Fe?* et
ferrozine- Fe** et donc par la compétition entre les deux chélateurs. Ainsi, un chélateur faible
sera sérieusement sous-estimé lors d’une détermination quantitative. Néanmoins, cette
réaction convienne pour la détermination de 1’activité chélatrice d’un agent antioxydant (Le et
al., 2007).

La capacité chélatrice est trés importante du fait qu’elle réduit la concentration des métaux de
transitions catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler I’oxydation
des lipides par la réaction de Fenton, et accélére également cette oxydation en décomposant
les hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour entretenir la
réaction de peroxydation lipidique (Elmastas et al, 2006). Il a été rapporté que les agents
chélateurs qui forment une liaison de type o avec les métaux sont actifs comme antioxydants
secondaires car ils réduisent le potentiel redox et stabilisent la forme oxydée de I’ion
métallique (Suresh-Kumar et al, 2008).

Les résultats obtenus dans la présente étude montrent que les deux extraits de P. lanceolata
possedent une activité chélatrice dose dépendante en capturant les ions ferreux avant qu’ils
soient complexés avec la ferrozine. Les ECso obtenues (53.61pg/ml et 105.78 pg/ml pour
I’extrait aqueux et méthanolique respectivement) indiquent que les deux extraits possedent
une forte activité chélatrice. En effet, des activités chelatrices maximales de 95% et 92% sont
obtenue avec les concentrations de 0,2 mg/ml d’extraits aqueux et 0,6 mg/ml d’extrait
méthanolique respectivement. La linéarité des profils du pouvoir chélateur avant la saturation
est plus importante dans le cas de ’EDTA par rapport aux deux extraits étudiés. Cela refléte
la nature complexe des extraits contenant différents chélateurs ayant différentes affinités pour
le fer, en compétition avec la ferrozine. En comparaison avec ’EDTA qui est un ligand
hexadenate ayant une constante de liaison avec le fer trés €élevée de 1’ordre de 4,9 x108 M°
(Kolayli et al., 2004), les extraits de P.lanceolata ont donné une activité plus faible. Mais la
comparaison de ces résultats avec ceux d’autres plantes éclaircit I’importance de la capacité
des extraits étudiés a établir des liaisons avec les ions ferreux. En effet, 1’étude menée par
Hinneburg et ses collaborateurs (2006) montre que I’effet chélateur de I’extrait éthanolique du
gingembre sur les métaux de transition est trés faible, voire méme négligeable par rapport a

I’EDTA, malgré qu’il exhibe d’excellents effets antioxydants. Par ailleurs, Chan et ses



collaborateurs (2007) ont montré que I’infusion du thé vert, connue par son potentiel
antioxydant, ne donne qu’une faible activité chélatrice.

L’activité chélatrice ¢levée de ’extrait aqueux par rapport a I’extrait méthanolique peut étre
due a la présence de composés solubles dans 1’eau ayant un effet chélateur. Les groupements
hydrosolubles possédent un caractére nucléophile éleve qui leur confére la capacité chélatrice
(Ozen et al., 2011). En effet, Sahreen et ses collaborateurs (2010) ont montré que les extraits
de plantes induisent des effets chélateurs directement proportionnels a la polarité de leurs
solvants. Les mucilages qui sont des polysaccharides solubles dans I’eau et insolubles dans
I’alcool sont caractérisé€s par leurs propriétés chélatrices (Watanabe, 2008). Les acides aminés
et les acides organiques sont aussi doués de capacités de séquestration des métaux de
transition (Wong et al., 2006). L’activité de chélation des ions métalliques est aussi attribuée a
quelques flavonoides (Le et al., 2007; Pfemysl et al., 2011) et acides phénoliques (Capecka et
al., 2005). Le genre Plantago étant tres riche en polysaccharides, dérivés d’acides caféiques,

flavonoides (Jamilah et al., 2012), et en mucilages (Ghedira et al., 2008).

IV. 3. Activité réductrice des extraits de P. lanceolata

Le pouvoir réducteur est la capacité de donation d’électrons dans une réaction
d’oxydoréduction, est mesuré pour évaluer I’activité antioxydante d’un principe actif. Le
pouvoir réducteur des extraits de P. lanceolata est mesuré dans cette étude par la réduction
directe du Fe**(CN")s en Fe?*(CN)s, la réaction est suivie par spéctrophotométrie & 700 nm.
L’intensité de la couleur, qui vire du jaune vers le vert est directement proportionnelle au
pouvoir réducteur de 1’échantillon étudié (Zou et al., 2004). Les valeurs des ECs, obtenues
(52.27pg/ml et 54.54pug/ml pour I’extrait aqueux et méthanolique respectivement) montrent
que ces extraits possédent de bonnes capacités réductrices bien quelles sont inférieures a celle
du BHT (ECs0=15.95pg/ml). Cela démontre leur propriété de donation d’électrons et par
consequent leur capacité de neutraliser les radicaux libres. Les flavonoides sont des
principaux donneurs d’électrons (Le et al., 2007).

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique de P Lanceolata sont
statistiquement identiques, malgré que leurs teneurs en polyphénols et flavonoides soient
significativement différentes. Ceci signifie que la corrélation entre le contenu en polyphénols
et le pouvoir réducteur ne se vérifie pas dans ce cas. Albano et Miguel (2010) ont rapporté

que cette corrélation n’est pas toujours existante.



V. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits aqueux et méthanolique de P. lanceolata est testée vis-
a-vis de 10 souches par la méthode des disques apres 24h d'incubation & 37°C. Le choix des
souches bactériennes étudiées s’est basé sur le caracteére de résistance aux antibiotiques.

Les resultats de la présente étude révélent que I’extrait aqueux exerce un bon effet
antibactérien sur 4 souches bactériennes parmi les 10 souches téstées, cependant, 1’extrait
méthanolique n’a montré un effet inhibiteur qu’avec 3 souches. Les effets obtenus avec les 2
doses utilisées (100 et 200 mg/ml) ne sont pas dose-dépendants.

Les résultats du présent travail concordent avec ceux de certaines études et divergent avec
d’autres. AL-Ukaily (2009) a rapporté que I’extrait éthanolique de la partie aérienne du P.
lanceolata ne représente aucun effet inhibiteur sur la croissance de: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
cependant, dans la présente étude, les 2 extraits ont donné un effet antibactérien considérable
avec Pseudomonas aeruginosa et Proteus mirabilis. Des extraits de P. intermedia ont exercé
aussi une activité inhibitrice sur Escherichia coli (Uzun et al., 2004). Les travaux de Hassan
et Aseel (2012) montrent que ’extrait hydroalcoolique des feuilles de P. lanceolata a la dose
de 200 mg/ml exerce un effet inhibiteur sur la croissance de Staphylococcus saprophyticus
avec un diametre d’inhibition de 30 mm, tandis que notre extrait méthanolique a la méme
dose n’a exercé aucun effet sur Staphylococcus aureus.

En outre, Hassawi et Kharma (2006) ont montré 1’effet antimicrobien de 1’extrait éthanolique
des feuilles du P. lanceolata collecté de France, mais pas celui de la plante collectée de la
Jordanie. D’aprés ces auteurs cette différence serait due aux variations des conditions
climatiques, pédologiques, environnementales et génétiques.

L’activité antibactérienne des plantes médicinales est due a leur contenu en métabolites
secondaires, principalement les composés phénoliques et les huiles essentielles (Bayoub et al.,
2010). Selon Cowan (1999) les différentes classes de polyphénols, essentiellement les tanins
et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits de plantes envers les
microorganismes. Al-Jumaily et al. (2012) ont obtenu un effet antibactérien tres significatif
des tannins isolés de P. lanceolata sur la croissance d’Escherichia coli. Cette activité est peut
étre due a la capacité des tannins a précipiter les protéines. D’autres auteurs ont attribué
I’activité antimicrobienne d’autres plantes a la présence d’anthraquinones (Comini et al.,
2011; Doughari et al., 2012). Les huiles essentielles sont trés efficaces dans le traitement des
pathologies infectieuses (Rios et Recio, 2005). Ces huiles ont 1’avantage de ne pas engendrer

une resistance bactérienne, vu leur diversité en composés bioactifs (Maggi et al, 2009).



La différence d’activité de nos extraits avec celles d’autres études pourrait étre due a la faible
fraction d’huiles essentielles qui s’est solubilisée dans le méthanol ou I’eau.

Il est certain que I’efficacité d’un extrait ne peut étre due a un constituant actif majoritaire,
mais plutot a I’action combinée des différents composés (Essawi et Srour, 2000).

La méthode d’extraction, le solvant utilisé¢, les conditions de séchage et de broyage
conditionnent ’activité antibactérienne des extraits. Seidel (2005) recommande de congeler le
matériel vegétal riche en composes volatiles ou thermolabiles juste aprés sa collection. 1l est

aussi recommandé de le broyer sous refroidissement (Jones et Kinghorn, 2005).



Conclusion et perspectives

L’extrait méthanolique de la partie aérienne de Plantago lanceolata L. est plus riche en
tannins en polyphénols et en flavonoides que I’extrait aqueux. Il ressort donc que Le méthanol
est le solvant approprié grace a sa capacité d’extraire les molécules polaires et apolaires.

Le présent travail s’est intéressé aux effets anti-inflammatoires, antioxydants et antibactériens
des extraits étudiés. Le prétraitement par voie orale des rats par I’'E Aq ou par ’'E Met
prévient de fagon significative I’cedéme de la patte induit par la A carragénine. Ces effets sont
tres proches de ceux exercés par 1’aspirine utilisée comme anti-inflammatoire standard. Par
ailleurs, I’inhibition du développement de I’cedéme de I’oreille induit par I’huile de croton
chez la souris permet de conclure que les deux extraits appliqués localement exercent un effet
anti-inflammatoire supérieur a celui de I’indométacine.

D’autre part, les deux extraits exhibent une forte activité antiradicalaire, une importante
activité chélatrice vis-a-vis du fer ferreux et un bon pouvoir réducteur.

De méme, les 2 extraits de P. lanceolata ont montré une activité antibactérienne considérable
vis-a-vis de quelques souches testées dont I’effet majeur est celui de 1’extrait aqueux.

La présente étude montre que cette plante posséde un bon pouvoir pharmacologique, ce qui
supporte son usage traditionnel dans la prise en charge de diverses pathologies surtout
d’origine inflammatoire ou microbienne.

A D’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie pour
isoler, purifier et identifier les composés bioactifs dans les extraits de Plantago lanceolata et
puis évaluer leurs effets sur les médiateurs de I’inflammation, les enzymes impliquées dans la
production des espéeces oxygenées réactives et sur les systemes antioxydants.

Il serait trés intéressant d’étudier 1’activité antibactérienne des extraits de Plantago lanceolata
vis-a-vis de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques conventionnels, et d’élargir

I’étude aux fractions des extraits et aux huiles volatiles de la plante.
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