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Résumé

La présente étude a été désignée pour I’évaluation des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes des extraits aqueux
(E.Aq) et méthanoliques (E.Met) de Hertia cheirifolia, Globularia alypum et Cistus salvifolius en utilisant plusieurs modele in vivo et in
vitro. Les dosages ont montré que les E. Met sont plus riche en polyphénols, flavonoides et en tannins que les E. Ag. In vivo, le traitement
par voie orale des rats par 200 ou 400 mg/kg d’E.Aq ou E.Met inhibe I’cedéme de la patte induit par la carragénine avec une inhibition entre
29% et 81%. D’une autre part, le traitement local des souris par 2 mg/oreille d’E.Aq ou E.Met a inhibé I’inflammation induite par I’huile de
croton avec 77%-89%. Le traitement des souris par 1 mg/poche d’E.Aq ou d’E.Met réduit significativement le nombre des leucocytes migrés
vers le site enflammé avec un pourcentage de 38-65%. De méme, le traitement des rats par 200 mg/Kg d’extraits inhibe la formation du
granulome et le poids sec des pellettes en coton avec un pourcentage de 17.5-40%. L application locale des pommades des extraits a réduit la
surface des plaies 80-90%. Le traitement des souris par 200 ou 400 mg/kg d’E.Aq ou E.Met inhibe 18-80% et 25-80% la douleur induite par
I’acide acétique et le formaldéhyde, respectivement. In vitro, tous les extraits ont prévenu la dénaturation du BSA avec 65-91%, ont inhibé
I’hémolyse des érythrocytes avec 15-91% et ont inhibé la libération de IFN-y, TNF-a, IL-8 et II-1. D’autre part, les deux extraits montrent
une forte activité anti-radicalaire et une activité chélatrice modérée. De méme, les extraits ont présenté un bon pouvoir réducteur
concentration dépendant, inhibent I’oxydation de 1’acide linoléique avec des pourcentages de 29-94 % et 1’oxydation de I’ADN et des
protéines avec 78-98%. Finalement, L’effet antibactérien des deux extraits a été déterminé sur 10 souches bactériennes et 3 souches
fungiques par la méthode de diffusion sur I’agar. Enfin, les résultats ont révélé que Aq.E et Met.E de Cistus salvifolius ont le plus large
spectre d'activité contre 8 souches, mais aucun effet n'a été observé sur les espéces fongiques avec tous les extraits testés. En conclusion, les
extraits aqueux et méthanoliques de Hertia cheirifolia, de Globularia alypum, de Cistus salvifolius présentent des propriétés anti-
inflammatoires, antioxydantes, alors que seul Cistus salvifolius présente une activité antibactérienne. En conclusion, les extraits aqueux et
méthanoliques de Hertia cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius présentent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, alors
que seul Cistus salvifolius présente une activité antibactérienne remarquable. Cette étude soutient I'utilisation traditionnelle de ces plantes
pour traiter certains désordres liés a I’inflammation et au stress oxydant.

Mots clés: anti-inflammatoire, antibactérien, antioxydant, extraits de plantes, Hertia cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius

Abstract

The present study was designed to evaluate the anti-inflammatory, antioxidant, antibacterial activities of aqueous (Ag. E) and methanolic
(Met. E) extracts of Hertia cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius using several models in vivo and in vitro. Results showed that
Met. E are richer in polyphenols, flavonoids and tannins than aqueous ones. In vivo, the oral administration of rats with 200 or 400 mg/kg of
Ag.E and Met.E, inhibited the carragenane induced paw edema with 29% - 91%. The local treatment of mice with 2 mg/ear of Aq.E or Met.E
inhibited croton oil induced ear edema with 77-89%. The treatment of rats with 1mg/pouch of Ag.E or Met.E decreased significantly the
number of leucocytes migrated to inflammation site with 38-65%. Similarly, the treatment of rats by 200 mg/kg of extracts inhibited the
granuloma dry weigh formation by 17.5-40%. The topical application 2% extracts reduced wound area by 80-90% after 15 days of treatment.
Moreover, the treatment of rats with 200 or 400 mg/kg of Ag. E and Met.E inhibited the pain induced by acetic acid and formaldehyde with
18-80% and 25-80%, respectively. In vitro, all extracts prevented BSA denaturation by 65-91%, inhibited the erythrocytes hemolysis by 15-
91% and decreased the release of IFN-[7, TNF-a, IL-8 and II-1. On the other hand, all extracts showed high antiradical activity against DPPH
radicals and moderate chelating activity. All extracts showed a good concentration dependent reducing power and inhibited linoleic acid
oxidation by 29-94% and protected DNA, protein and lipid oxidation by 78-98%. Finally, the results revealed that Ag.E and Met.E of Cistus
salvifolius has the broadest spectrum of activity against 8 strains but no effect has been observed againt fungal species with all extracts
tested. In conclusion, aqueous and methanolic extracts of Hertia cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius exhibit anti- inflammatory,
antioxidant, while only Cistus salvifolius exhibts antibacterial activity. Taken together, this study supports the traditional use of these plants
to treat some disorders related to inflammation and oxidative stress.

Key words: anti-inflammatory, antibacterial, antioxidant, plant extracts, phytothétapie, Cistus salvifolius, Globularia alypum, Hertia
cheirifolia.
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Résumé

La présente étude a été désignée pour 1’évaluation des activités antioxydantes, anti-
inflammatoires et antibactériennes des extraits aqueux (E.Aq) et méthanoliques (E.Met) de Hertia
cheirifolia, Globularia alypum et Cistus salvifolius en utilisant plusieurs modeéle in vivo et in vitro. Les
dosages ont montré que les E. Met sont plus riche en polyphénols, flavonoides et en tannins que les E.
Ag. In vivo, le traitement par voie orale des rats par 200 ou 400 mg/kg d’E.Aq ou E.Met inhibe
I’cedéme de la patte induit par la carragénine avec une inhibition entre 29% et 81%. D’une autre part,
le traitement local des souris par 2 mg/oreille d’E.Aq ou E.Met a inhibé I’inflammation induite par
I’huile de croton avec 77%-89%. Le traitement des souris par 1 mg/poche d’E.Aq ou d’E.Met réduit
significativement le nombre des leucocytes migrés vers le site enflammé avec un pourcentage de 38-
65%. De méme, le traitement des rats par 200 mg/Kg d’extraits inhibe la formation du granulome et le
poids sec des pellettes en coton avec un pourcentage de 17.5-40%. L’ application locale des pommades
des extraits a réduit la surface des plaies 88-96%. Le traitement des souris par 200 ou 400 mg/kg
d’E.Aq ou E.Met inhibe 18-80% et 25-80% la douleur induite par I’acide acétique et le formaldéhyde,
respectivement. In vitro, tous les extraits ont prévenu la dénaturation du BSA avec 65-91%, ont inhibé
I’hémolyse des érythrocytes avec 15-91% et ont inhibé la libération de IFN-y, TNF-a, I1L-8 et II-1.
D’autre part, les deux extraits montrent une forte activité anti-radicalaire et une activité chélatrice
modérée. De méme, les extraits ont présenté un bon pouvoir réducteur concentration dépendant,
inhibent I’oxydation de 1’acide linoléique avec des pourcentages de 29-94 % et 1’oxydation de I’ADN
et des protéines avec 78-98%. Finalement, L’effet antibactérien des deux extraits a été déterminé sur
10 souches bactériennes et 3 souches fungiques par la méthode de diffusion sur I’agar. Enfin, les
résultats ont révélé que Ag.E et Met.E de Cistus salvifolius ont le plus large spectre d'activité contre 8
souches, mais aucun effet n'a été observé sur les especes fongiques avec tous les extraits testés. En
conclusion, les extraits aqueux et méthanoliques de Hertia cheirifolia, de Globularia alypum, de
Cistus salvifolius présentent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, alors que seul Cistus
salvifolius présente une activité antibactérienne. En conclusion, les extraits aqueux et méthanoliques
de Hertia cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius présentent des propriétés anti-
inflammatoires, antioxydantes, alors que seul Cistus salvifolius présente une activité antibactérienne
remarquable. Cette étude soutient l'utilisation traditionnelle de ces plantes pour traiter certains

désordres liés a I’inflammation et au stress oxydant.

Mots clés: anti-inflammatoire, antibactérien, antioxydant, extraits de plantes, Hertia cheirifolia,

Globularia alypum, Cistus salvifolius



Abstract

The present study was designed to evaluate the anti-inflammatory, antioxidant,
antibacterial activities of aqueous (Ag. E) and methanolic (Met. E) extracts of Hertia
cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius using several models in vivo and in vitro.
Results showed that Met. E are richer in polyphenols, flavonoids and tannins than aqueous
ones. In vivo, the oral administration of rats with 200 or 400 mg/kg of Ag.E and Met.E,
inhibited the carragenane induced paw edema with 29% - 91%. The local treatment of mice
with 2 mg/ear of Agq.E or Met.E inhibited croton oil induced ear edema with 77-89%. The
treatment of rats with 1mg/pouch of Aq.E or Met.E decreased significantly the number of
leucocytes migrated to inflammation site with 38-65%. Similarly, the treatment of rats by 200
mg/kg of extracts inhibited the granuloma dry weigh formation by 17.5-40%. The topical
application 2% extracts reduced wound area by 88-96% after 15 days of treatment. Moreover,
the treatment of rats with 200 or 400 mg/kg of Ag. E and Met.E inhibited the pain induced by
acetic acid and formaldehyde with 18-80% and 25-80%, respectively. In vitro, all extracts
prevented BSA denaturation by 65-91%, inhibited the erythrocytes hemolysis by 15-91% and
decreased the release of IFN-y, TNF-a, IL-8 and 1l-1. On the other hand, all extracts showed
high antiradical activity against DPPH radicals and moderate chelating activity. All extracts
showed a good concentration dependent reducing power and inhibited linoleic acid oxidation
by 29-94% and protected DNA, protein and lipid oxidation by 78-98%. Finally, the results
revealed that Ag.E and Met.E of Cistus salvifolius has the broadest spectrum of activity
against 8 strains but no effect has been observed againt fungal species with all extracts tested.
In conclusion, aqueous and methanolic extracts of Hertia cheirifolia, Globularia alypum,
Cistus salvifolius exhibit anti- inflammatory, antioxidant, while only Cistus salvifolius exhibts
antibacterial activity. Taken together, this study supports the traditional use of these plants to

treat some disorders related to inflammation and oxidative stress.

Key words: anti-inflammatory, antibacterial, antioxidant, plant extracts, phytothétapie, Cistus

salvifolius, Globularia alypum, Hertia cheirifolia.
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Introduction 1

Les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans les domaines
cosmétique, pharmaceutique et agroalimentaire qui s’orientent vers l’incorporation des
molécules dorigine naturelle dans leurs produits. Sachant que dans le domaine
pharmaceutique, 60% a 70% des médicaments antibactériens et anticancéreux sont des
substances d’origine naturelle, et prés de 25% des prescriptions sont a base de plantes. De
méme, selon ’OMS (2008), plus de 80% de la population mondiale utilisent les plantes
médicinales pour traiter plusieurs maladies (Pierangeli et al., 2009). En effet, les substances
naturelles d'origine végétale sont douées de plusieurs activités biologiques comme l'activité
antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, antimicrobienne... etc.

Le traitement de I’inflammation est souvent basé sur 1’apport des anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS) et des glucocorticoides. Tous les AINS, quelles que soient leur voie
d’administration, présentent des risques de toxicité gastro-intestinale et rénale. Le risque est
d’autant plus important que la posologie est élevée et que le traitement est prolongé. Dans la
plupart des cas, la phytothérapie

peut s’imposer comme une alternative avec des effets secondaires moindres.

D’autre part, la production non controlée des especes réactives de 1’oxygenes et de
nitrogenes provoquent ou maintiennent les processus inflammatoires, conduisant a plusieurs
maladies tels que le cancer, le diabete, I’asthme, le vieillissement précoce, les maladies
cardiovasculaires, neurodégénératives et inflammatoires. La neutralisation de ces espéces par
les antioxydants, surtout d’origine naturelle, peut limiter I’endommagement des biomolécules
(ADN, protéines, lipides et sucres).

A T’heure actuelle le phénoméne de résistance bactérienne est connu chez toutes les
familles d’antibiotiques et touche presque toutes les espéces bactériennes. L’importance
d’orienter les recherches vers la découverte de nouvelles voies constitue une source
d’inspiration de nouveaux médicaments a base de plantes.

De nombreuses recherches a travers le monde se sont orientées vers la valorisation des
substances naturelles douées d’activités biologiques afin d’établir des regles scientifiques
pour leur usage. Et c’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail qui a pour objectif
principal d’évaluer les propriétés antiinflammatoires, antioxydantes et antimicrobiennes des
extraits de trois plantes médicinales couramment utilisées en médecine traditionnelle: Hertia
cheirifolia, Globularia alypum et Cistus salvifolius.

Dans cette étude cing volets sont étudiés :
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» Le premier est d’ordre phytochimique basé principalement sur I'extraction, la
quantification des composés phénoliques, des pigments liposolubles et des alcaloides
et I’identification des composés phénoliques.

» Le second est consacré a évaluer la toxicité des extraits de plantes étudiées, dans le but
de définir le seuil toxique et I’intervalle d’innocuité de ces extraits.

» Dans le troisieme volet, les activités anti-inflammatoires (in vivo et in vitro) ont été
étudiées en utilisant plusieurs modeles:

- (Edéme de ’oreille induit par I’huile de croton chez la souris.
- (Edéme de la patte induit par la carragénine chez le rat.

- Poche d’air.

- Granulome au pellet de coton.

- Activité cicatrisante.

- Activité analgésique.

- Production des cytokines.

- Inhibition de la dénaturation des protéines.

- Stabilité membranaire des érythrocytes humains.

» le quatrieme volet est consacré a I’évaluation de ’activité antioxydante par plusieurs
tests in vitro (DPPH, chelation, pouvoir réducteur, blanchiment de la B-carotene,
peroxydation des lipides, oxydation de I’ADN et des protéines).

» Le dernier volet a été consacré a 1’évaluation des activités antibactérienne et

antifungique des extraits étudiés.
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. Inflammation

L’inflammation est un mécanisme physiologique de défencee de 1’hote contre I’invasion
par des agents pathogénes. Cependant, elle peut avoir des effets néfastes si elle n’est pas
régulée. Elle est accompagnée par la production de divers médiateurs inflammmatoires tels
que les cytokines, les leucotrienes et les prostaglandines (Noack et al., 2018). En outre, les
cellules inflammatoires peuvent produire des especes réactives de 1’oxygéne (ROS) et de
nitrogene qui peuvent déclencher des réactions d’oxydation toxiques, conduisant a des lésions
tissulaires (Majdalawieh et Fayyad, 2015).

L’inflammation peut étre aigue ou chronique. La premiere est une réponse immédiate de
courte durée, habituellement, elle disparait spontanément ou avec un traitement. Toutefois,
elle peut évoluer vers une inflammation chronique a laquelle plusieurs maladies peuvent étre
liées (Roifman et al., 2011; Noack et al., 2018).

I.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de quelques jours & quelques semaines,
d’installation souvent brutale et caractérisée par des phénoménes vasculo-exsudatifs intenses.
Elle se traduit par quatre symptomes cardinaux: cedeme, rougeur, douleur et chaleur.
Cependant, un échec dans la résolution provoque une infiltration incontr6lée et persistante des
cellules inflammatoires, conduisant ainsi a la progression en inflammation chronique (Khanna
et al., 2010; Lee et Surh, 2012 ; Rathinam et Fitzgerald, 2016) (Figure 1). La réponse
inflammatoire aigué se déroule en trois phases.
1.1.1. Phase vasculaire

La réponse vasculaire (Phase d’initiation) comporte une vasoconstriction réflexe tres
bréve suivie d’une vasodilatation durable suite a une lésion tissulaire ou un signal de danger
endogene ou éxogeéne, ce qui entraine une exudation de liquide plasmatique et donc la
formation d’cedéme (Dorword et al., 2012). L’augmentation de la perméabilité entraine aussi
la diapédese et la migration extravasculaire des leucocytes. La bréve vasoconstriction de
quelques secondes va perturber le mouvement des plaquettes dans la circulation sanguine et
entrainer leur activation. Les plaquettes activées produisent du thromboxane A2 aux
propriétés agrégantes et vasoconstrictrices puissantes et favorisent la libération de médiateurs
comme la sérotonine et 1’histamine (Figure 2). La libération de ces facteurs vasoactifs
entrainent une vasodilatation et augmentent la perméabilité vasculaire et par conséquent
I’exsudation plasmatique (Buckley et al., 2014). L’augmentation du débit micro-circulatoire

au niveau du site enflammé explique partiellement 1’apparition de la chaleur et de la rougeur.
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L’exsudation plasmatique induit un cedéme par distension des tissus et provoque une hyper-
pression sur les terminaisons nerveuses locales, ce qui explique les sensations de tuméfaction
et de douleur (Weill et al., 2003).

RESOLUTION
INFLAMMATION AIGUE * Elimination des stimuli nuisibles
* changements vasculaire * Elimination des médiateurs et
« Recrutement des neutrophyles cellules de l'inflammation aigue
o Médiateurs * Remplacement des cellules bléssées
@ 2 * Fonction normale
e
bl
Blessure "=
-
« Infractus
o Infections bactérienne  §
« Toxines -
o Traumatisme
Progression
Guérison
DI,

e
« Infections virales Q 1

Guérison
« Infections chroniques ")
* Blessure persistante FIBROSE
* Maladies auto-immune [NFLANMMTION CHRONIQUE » Perte de fonction

* Angiogénése
« Infiltration des monocytes
« Fibrose

Figure 1. Evolution de I’inflammation aigué (Kumar et al., 2007).

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.

De plus, I’activation des facteurs de coagulation en présence de facteurs tissulaires
aboutit a la formation de fibrine qui vient consolider le clou hémostatique formé par
I’agrégation des plaquettes. La fibrine est un puissant agent chimiotactique des polynucléaires

neutrophiles (Autier et al., 2004).

1.1.2. Phase cellulaire
Cette phase fait suite a la réponse vasculaire, elle implique surtout les cellules

endothéliales et les leucocytes circulants. Elle est caractérisée par un afflux extravasculaire
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monocytes (sang) macrophages (tissus) mastocytes

Figure 2. Initiation de I’inflammation (Prin et al., 2009).

interstitiel de leucocytes, les polynucléaires neutrophiles (PMNSs) dans un premier temps puis
les monocytes. L accumulation des neutrophiles atteint son maximum a la 4°™ heure puis
décline rapidement, alors que le nombre de monocytes augmente apreés la 4°™ heure et atteint
son maximum entre 18 et 24 heures. Les polynucléaires circulants sont attirés vers le foyer
inflammatoire par des facteurs chimiotactiques. Les PMNSs circulants se marginalisent et
adheérent aux cellules endothéliales. Cette adhérence résulte de [D’interaction entre les
sélectines de la surface des cellules endothéliales et certains polysaccharides de la surface des
polynucléaires. Cette adhérence est faible, laissant les polynucléaires rouler a la surface de
I’endothélium. L’adhérence devient ensuite forte et étroite, résultat de la réaction entre les
récepteurs des cellules endothéliales VCAM-1, ELAM-1, ICAM-1 et les intégrines présentes
a la surface des polynucléaires (Dorward et al., 2012; Headland et Norling, 2015).

La deuxieme vague cellulaire est constituée de monocytes qui gagnent le foyer
inflammatoire attirés par les facteurs chimiotactiques sécretes par les neutrophiles ou ils se
transforment en macrophages (Figure 3). Ces derniéres assurent le nettoyage du foyer
inflammatoire en cas d’inflammation aigué et participent a la poursuite du processus
inflammatoire en cas d’inflammation chronique par la production de nombreux médiateurs

inflammatoires (lwelawa et al., 2007).
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Roulement de monocyte

Figure 3. Migration de monocyte vers le foyer inflammatoire (Prin et al., 2009).

1.1.3. Phase de résolution

Certains lipides, telles que les lipoxines, les protectines et les résolvines jouent un role
majeur dans la promotion de la résolution du processus inflammatoire (Figure 4) et de la
réparation tissulaire (Serhan et Savill, 2005; Serhan, 2007). Les lipoxines, sécrétées par les
macrophages bloquent I’influx des neutrophiles, facilitent la phagocytose des neutrophiles
apoptotiques par les macrophages et permettent 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 parasympathique joue €galement un role important dans 1’arrét de
I’inflammation, en induisant I’activation des macrophages via la libération de 1’acétyl choline
(Tracey, 2002). Cette action pourrait étre liée a la diminution de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-1 et IL-8) et I’induction de I’IL-10 qui est 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 eliminés par les polynucléaires,
tandis que les produits de dégradation et les débris cellulaires sont phagocytés par les



Revue bibliographique 7

macrophages. La réparation de I’endothélium est assurée par les cellules endothéliales. Les
fibrocytes puis les fibroblastes permettent la reconstruction des tissus en produisant les
protéines de la matrice intercellulaire comme le collagene, la fibronectine et la laminine. Le

systéme d’angiogenése est ainsi remis au repos et la réaction inflammatoire va s’éteindre

(Weill et al., 2003).

mastocytes
morocytes *

O 80 — Histarmine

Cytokines acide arachidonique

Apoptose MinWéSiCU& Leucotrienes
Thromboxane

MNETs

\ Annexines A1 PGE-

Eosinophyles

¥ o

IL-13 -4

Lipoxines

Figure 4. Processus de résolution et de réparation tissulaire (Headland et Norling, 2015).

La guérison d"une plaie implique la multiplication cellulaire, la migration cellulaire
active et la production de la matrice extracellulaire (Lambole et Upendra, 2012). La durée de
la cicatrisation et de la réparation d’une plaie dépond de la taille et de la profondeur de la
Iésion (Krishna et Upendra, 2012). Dans ce processus complexe, plusieurs cellules
interagissent tels que les cellules endotheliales, les fibroplastes et les kéranocytes (Lewis et
al., 2011).

La cécatrisation s’effectue en trois phases principales:

- La phase inflammatoire s’acompagne d’une vasoconstriction qui favorise la libération
des médiateurs inflammmatoires.

- La phase proliférative caractérisée par la formation du tissu de granulation principalement

par les fibroblastes et I’angiogenése.
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- La phase de remodelage caractérisée par la reformulation et I’amélioration des
composants de la fibre de collagene qui augmente la résistance a la traction (Stevens et Lowe,
2009).

Bien que la cicatrisation de la plaie soit un processus biologique naturel, un traitement
est recommandé pour augmenter le taux de guérison et réduire la croissance microbienne

autour de la zone blessée.

1.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique 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 succédent pas mais coexistent tout au long de I’évolution de cette
inflammation. L’inflammation chronique conduit souvent a une perte des tissus ou des
fonctions des organes. Des phénomenes de destruction tissulaire et de tentative de réparation
sont également présents (Lee et Surh, 2012; Howcroft et al., 2013; Park et al., 2014).

1.3. Médiateurs de I’inflammation

Le déclenchement de I’inflammation fait appel & des facteurs synthétisés localement ou
au niveau systémique dont certains sont des pro-inflammatoires et d’autres des anti-
inflammatoires. Un déséquilibre entre ces deux groupes de médiateurs conduit a la chronicité
de la réaction inflammatoire et a la destruction des tissus enflammés. Parmi ces médiateurs on
peut parler de:
* 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 (leucotrienes, thromboxanes et prostaglandines), des dérivés de 1’acide
arachidonique qui jouent un réle crucial dans la réponse inflammatoire (Figure 5). Les
leucotrienes augmentent la perméabilité capillaire et exercent une chimioatractivité sur les
polynucléaires, tandis que les prostaglandines produisent une vasodilatation locale, favorisent
I’cedéme et I’afflux leucocytaire. Les thromboxanes stimulent les mécanismes de 1’agrégation

plaquettaire (Sanchez-Munoz et al., 2008).
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Figure 5. Role des médiateurs lipidiques dans la résolution ou la défaillance de I’inflammation
(Buckley et al., 2014).

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

* Cytokines et chimiokines, produits par de nombreuses cellules telles que les lymphocytes
T, les macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales, les plaquettes et les cellules
épithéliales. Elles peuvent étre pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6 et le TNFa) ou anti-
inflammatoires (1L-10) (Noack et al., 2018). D’autres cytokines comme IL-2, IL-4, IL-3, IFN-
v et les CSF (colony stimulating factor) interviennent dans les phénomeénes inflammatoires
(Weill et al., 2003). Les cytokines sont responsables de la médiation de I’immunité innée, de
la régulation, 1’activation, la croissance, de la différenciation des lymphocytes, ainsi que de la
stimulation de I’hématopoiese (Sanchez-Munoz et al., 2008). L’IL-1, TNF-a et IL-6 jouent un
role prépondérant dans la régulation des cellules phagocytaires. Elles interviennent en
particulier dans les phénoménes d’adhérence a I’endothélium, de déplacement orienté vers le

site de 1’agression, de phagocytose et d’activation des systémes lytiques. Les chimiokines sont
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des petits peptides apparentés aux cytokines qui ont toutes la propriété¢ d’étre chimiotactiques
pour les leucocytes. Elles permettent le recrutement des monocytes et des polynucléaires du
sang vers le site de I’infection. Certaines chimiokines participent aussi au développement des
lymphocytes et a I’angiogenése (Weill et al., 2003).

Les cytokines pro-inflammatoires sont largement impliquées dans des pathologies et
agissent a différents niveaux : local en amplifiant la réaction inflammatoire par une influence
sur la néo-vascularisation, 1’hyperprolifération cellulaire et la dégradation tissulaire, et
systémique, en augmentant les risques cardiovasculaires ou méme le risque de dépression. Les
réseaux de régulation qui gouvernent I’expression des cytokines peuvent présenter des défauts
conduisant a des immunodéficiences qui peuvent aboutir a plusieurs pathologies (Judy et al.,
2014).

Une surproduction d’IL-1 caractérise plusieurs désordres auto-inflammatoires géné-
tiques, tels que la fievre familiale méditerranéenne ou les syndromes périodiques associés a la
cryopyrine. A concentration élevée, 1’IL-1 est associée aux pathogenéses inflammatoires,
comme les MICI, I’inflammation articulaire et la dégradation cartilagineuse mais également
dans la pathogenése des maladies cardiaques. L’IL-1 favorise également l’angiogenese
tumorale et les métastases (Noack et al., 2018).

Le TNF-a joue aussi un role dans les maladies cardiovasculaires, il induit I’apoptose des
cardiomyocytes. Au cours de la tumorogenese, 1’activité du TNF- a peut devenir protumorale
au sein d’un environnement inflammatoire particulier. Le TNF- o également été impliqué
dans la réponse nociceptive qui est le processus physiologique soulignant la sensation de
douleur. Chez les patients arthritiques, le blocage du TNF réduit 1’augmentation du
nociception avant I’induction des effets anti-inflammatoires.

IFN-y joue un role dans les maladies autoimmunes (Hooks et al., 1988 ; Lees, 2014) et
les inflammations allergiques (Teixiera et al., 2005) et il est impliqué dans plusieurs maladies
neurodigeneératives (Connor et al., 2008 ; Too et al., 2014). Les taux d’IL-8 sont augmenté au
cours des lésions rumatoides (Kim et al., 2004).

* Platelet Activating Factor (PAF), qui stimule 1’agrégation plaquettaire, augmente la

perméabilité vasculaire et active les leucocytes (Henrotin et al., 2001).

* Kinines, des polypeptides plasmatiques phlogogénes, dont la plus active est la bradykinine.
Ils entrainent une activation de la phospholipase A2, une irritation des fibres sensorielles au

niveau lésionnel. La bradykinine favorise la vasoconstriction (Henrotin et al., 2001).
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* 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’éléments lytiques C5 a C9. Au cours de I’inflammation aigue, I’activation du complément
permet la production des anaphylatoxines. Le systétme de complément induit 1’opsonisation
qui facilite la phagocytose et la lyse des micro-organismes pathogéneset 1’activation des
cellules inflammatoires. Les fragments C3a et C5a augmentent la perméabilité vasculaire et
stimulent plusieurs mécanismes comme le chimiotactisme des neutrophiles, la production de
leucotriéne, la dégranulation des mastocytes, la libération d’histamine et la formation des
ROS (Henrotin et al., 2001).

* Systeme de 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).

* Neuropeptides, représentés principalement par la substance P. Plusieurs types de
cellules possedent des récepteurs membranaires pour la substance P a savoir les cellules
endothéliales, les lymphocytes, les macrophages, les mastocytes et les fibroblastes. La
substance P augmente la perméabilité vasculaire, stimule le chimiotactisme des neutrophiles,
favorise la production de prostaglandines, induit la dégranulation des mastocytes et la
libération de I’histamine. Elle stimule aussi I’angiogenése et la prolifération des kiratinocytes,
des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses et des fibroblastes (Tanaka et al.,
1988 ; Ziche et al., 1982 ; Henrotin et al., 2001).

1.4. Pathologies inflammatoires

L’inflammation conduit au développement de plusieurs maladies humaines telles que le
cancer, le diabéte, les maladies cardiovasculaires, 1’athérosclérose, les maladies pulmonaires,
I’asthme, la polyarthrite rhumatoide, 1’ostéoporose, les maladies neurodégénératives, la
maladie d’Alzheimer, et les maladies intestinales inflammatoires (Serhan et al., 2007; Leitch
et al., 2008; Khor et al., 2011; Maskrey et al., 2011; Wynn, 2011; Lee et Surh, 2012). Les
cytokines pro-inflammatoires sont largement impliquees dans ces pathologies en amplifiant la
réaction inflammatoire via la néo-vascularisation, 1’hyper-prolifération cellulaire et la
dégradation tissulaire (Noack et al., 2018). La production de cytokines et de chimiokines
(Tableau 1) favorise le maintien des cellules inflammatoires sur le site inflammatoire dans
différents maladies chroniques telles que la polyarthryte rhumatoide, le psoriasis et les

maladies chroniques de I’intestin (Liby, 2007; Lowe et al., 2011).
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Tableau 1. Cytokines impliquées dans différentes pathologies (lwelawa et al., 2007)

Maladies Cytokines exprimeées
AIDS TNF-a, IL-6, IL-1B
Infection aigue IL-6
Infections parasitaires TNF-a
Asthme I’IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13
Cancer IL-6
Maladies cardiovasculaires | TNF-a, IL-6
Atherosclerose IL-1B, TNF-a, IL-6
Veillellissement IL-1, TNF-q, IL-6
Fievre IL-1a, ’'IL-1pB, IL-6
Maladie de Corohn’s IL-1etIL-12
Ulcer peptique IL-1, TNF-o, IL-8
Alzeihmer I’IL-1B, TNF-a, IL-6
Sclerose TNF-a
Diabetes Les médiateurs de Th-1 et Th-2
Douleur TNF-o, IL-1 et B et IL-6
depression TNF-a, IL-1, B et IL-6, IL-1ra, IFN-y, IL-6
Schizophrenia TNF-o, IL-1 et B et IL-6
Maladies de sommeil TNF-a, IL-6
AXxion TNF-a, IL-1, IL-1ra, IFN-y, IL-6, et dimunition
des taux de I'IL-4 et I’IL-10
Polyarthrite rumatoide TNF-o, IL-1, IL-6, GM-CSF et IL-8

I.5. Traitement de ’inflammation

Il existe de nombreux anti-inflammatoires de synthese et des antibiotiques sont
disponibles, mais ils présentent plusieurs effets indésirables. Cependant, les médicaments a
base de substances naturelles sont moins toxiques, et les microorganismes, sont moins

résistants a ces substances (Farahpour et Habibi, 2012).

1.5.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde. Ces médicaments ont un effet antalgique et antipyrétique associé
a un effet anti-inflammatoire. Les effets des AINS résultent principalement de I’inhibition de
la cyclooxygénase et ainsi de la synthése des prostaglandines. Cette inhibition peut étre

irréversible, avec les AINS salicylés, ou non avec les autres AINS (Tricot et Jouzeau, 2014).



Revue bibliographique 13

Les bons effets des AINS 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 leurs effets
indésirables s’explique par leur mécanisme d’action. En effet, les AINS inhibent
compétitivement la biotransformation de I’acide arachidonique en prostaglandine H2 (PGH2)
par la cyclooxygéenase (Figure 6). Cette inhibition rend impossible la transformation de
PGH2 en prostanoides par les isomérases spécifiques (Blain et al., 2000).

La cyclo-oxygenase existe sous deux formes: la cyclo-oxygenase 2 (COX2) et la
cyclo-oxygenase 1 (COX-1). La COX2 est inductible, sa synthese est stimulée par le TNFa et
I’interleukine 1. Elle est impliquée dans I’inflammation et dans quelques processus associés a
la prolifération cellulaire. Au contraire, la COX1 est une enzyme constitutive présente dans la
plupart des tissus et intervient dans la protection de la muqueuse gastrique, 1’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 COX2 sélectifs (Tricot et Jouzeau, 2014).

1.5.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou glucocorticoides sont des molécules
synthétiques dérivées des hormones naturelles (cortisone et cortisol) ou hémi-synthétisés a
partir d’extraits animaux ou végétaux. lIs ont des propriétés anti-inflammatoires, antalgiques

et immuno-suppressives (Dangoumau, 2006).
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Figure 6. Site d’inhibition des cyclo-oxygénases par I'aspirine et les AINS (Demoly, 2007).
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Les AIS empechent I’activation de la phospholipase A2, en bloquant a la fois la voie des
prostaglandines et celles des leucotrienes (Mallem et Gogny, 2014).

Les glucocorticoides agissent a de multiples niveaux sur toutes les phases de
I’inflammation qu’elle soit aigue ou chronique. En outre, ils diminuent fortement la migration
des polynucléaires et des monocytes/macrophages vers le site inflammatoire ainsi que la
production des médiateurs inflammatoires, comme I’histamine, la sérotonine, la bradykinines,
les cytokines et les ions superoxydes (Kessel et al., 2014). lls sont également responsables de
la diminution de la perméabilité capillaire et de 1’augmentation de I’activité des ostéoclastes,
ce qui conduit & la fragilisation des os (Henzen, 2003).

Les glucocorticoides représentent le traitement le plus éfficace des maladies
inflammatoires chroniques telles que I’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes
(Kessel et al., 2014). Ils ont néanmoins 1’inconvénient de réduire la défense de 1’organisme et
de provoquer des troubles qui peuvent étre aigues (hypertension artérielle, dérégulation de la
synthése naturelle de glucocorticoides, ulceére gastroduodénal...etc.) ou chroniques tel que

I’ostéoporose, les cataractes et la prise de poids (Henzen, 2003 ; Strehl et al., 2011).

1.5.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Grace a leurs diverses activités biologiques bénifiques, les plantes médicinales sont
largement étulisées par I’homme. Ces activités sont dues a leur richesse en métabolites
secondaires bioactifs, tels que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les coumarines les
terpenes...etc. L’activité anti-inflammatoire des composés phénoliques a été démontrée dans
de nombreuses études in vitro et in vivo. Contrairement aux composés pharmacologiques qui
agissent spécifiqguement via un récepteur ou une voie de signalisation, les polyphenols ont des
modes d’action multi-cibles. Ces substances actives peuvent agir a plusieurs niveaux de la
réaction inflammatoire en inhibant le métabolisme de ’acide arachidonique en bloquant les
voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase (Yoon et Baek, 2005), les mécanismes de
transduction du signal impliqués dans 1’activation des cellules inflammatoires (Capiralla et
al., 2012), la synthése des cytokines pro-inflammatoires, 1’expression des molécules
d’adhésion, I’activation du facteur nucléaire kappa-B et la production des espéces oxygéneées
réactives (Zeinalia et al., 2017). La diversité de ces mécanismes d’action potentiels explique
le large spectre d’activités biologiques (antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-prolifératives

et anti-angiogéniques) de ces substances observées in vivo.
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Beaucoup d’extraits de plantes riches en falvonoides possédent des activités anti-
inflammatoires et anti-oxydantes a la fois (Selloum et al., 2003 ; Baheti et al., 2011;
Bouriche et al., 2016, Meziti et al., 20017). Des travaux menés in vitro ont montré que les
flavonoides (Lutéoline, apigénine, kampferol, quercétine, myricetine, naringénine, catéchine,
phlorétine, buteine, pelargonidine) sont de puissants inhibiteurs de la production de TNF-a
par des macrophages stimulés par le LPS (Muzamal et al., 2013). Récement, Zeinalia et ses
collaborateurs (2017) ont monté que la chrysine est un puissant antiinflammatoire qui agit sur
NF-kB qui controle 1’expression des génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires (IL-
1, IL-2, IL-6, TNF-a), les enzymes inductibles COX2 et iNOS et les molécules d’adhésion
ICAM, VCAM et E-séléctine.

Les stéroides possédent des activités anti-inflammatoires sur plusieurs modeles
expérimentaux. La fraction aleorésine de Curcuma amada posséde un effet anti-
inflammatoire significatif ainsi qu’une activité anti-arthrétique (Mujumdar et al., 2000). Le -
sitostérol isolé de Dichrostachys cinera posséde une activité anti-inflammatoire dans le model
de ’odéme de la patte et le granulome de pellete en coton (Jayakumari et al., 2008).

Les terpénoides ont montré une activité anti-inflammatoire sur plusieurs modéles
d’inflammation (Baheti et al., 2011). En effets, 1’étude de Manez et al. (1999) a montré que
I’oleane de type triterpenes saponine, Zanhasaponines et le cyclitol pinitol isolés de 1’extrait
methanolique des racines de Zanha Africana inhibent la phospholipase A2. L’etude de
Schweizer et al. (2000) a montré que le pentacyclic triterpenes de Boswellia resin, inhibe la

biosynthese des leukotrienes et la 5- lipooxygenase.

I1. Stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme étant un déséquilibre entre la présence d’espéces
réactives de 1’oxygene et de nitrogéne et la capacité de I’organisme a neutraliser leur action
par les systémes antioxydants. Ce déséquilibre peut endommager certaines macromolécules
(acides nucléiques, lipides et protéines) (Figure 7), conduisant a 1’apparition des diverses
maladies (Pisoschi et Pop, 2015; Smaga et al., 2015).

I1.1. Espéces réactives de I’oxygéne
Les espéces réactives de I’oxygene (ROS) incluent 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
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peroxyde d’hydrogéne H,0, 1’oxygéne singulet 'O, et I’acide hypochloreux HOCI
(Cuzzocrea et al., 2001 ; Chu et al., 2010).

A cause de leur hyperréactivité, les radicaux libres ont une demi-vie trés courte
(quelques nanosecondes a quelques millisecondes). Cette réactivité dépend des éléments en
présence, si un radical rencontre un autre radical, le produit sera non radicalaire
(A'+B*—AB). Si un radical rencontre un non radical, un nouveau radical sera formé
(A"tB—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 espéces réactives de nitrogene (ERN) sont dérivés de I’oxyde nitrique ou du
monoxyde d’azote comme le radical monoxyde d’azote (NO'), I’anion peroxynitrite (ONOQO")

et le radical dioxyde d’azote (NOy) (Finaud et al., 2006)..

11.2. Sources des especes réactives oxygénees
Les ROS sont produits continuellement a I’intérieur et a I’extérieur de la cellule
eucaryote par divers mécanismes. La production endogéne est plus importante que celle

d’origine exogene (Figure 8).
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Figure 7. Especes réactives de I’oxygene et de 1’azote intervenant dans le phénomene du stress

oxydant (Favier, 1997).
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Figure 8. Sources endogénes des espéces réactives oxygénées (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).

11.2.1. Sources endogénes

La chaine respiratoire mitochondriale est responsable de la production de 90% des ROS
dans la cellule (Balaban et al., 2005). La production d’0™ résulte de la fuite d’électrons lors
de leur transfert par les complexes de la chaine respiratoire (Zhang et Gutterman, 2007).

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 IO, et du
H20,. L’O;" produit au cours de 1’ischémie-reperfusion est rapidement converti en ONOO~
par son interaction avec le NO (Rahman et al., 2006).

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 (MPQ), conduit a la production
de 1'*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 jouent le rdle de régulateurs dans les
cascades de signalisation intracellulaire (Bae et al., 1997).

Les lipooxygénases et les cyclooxygénases représentent une autre importante source de

ROS dans les parois vasculaires. La 5-LO catalyse 1’oxydation des acides gras polyinsaturés
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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-1 (Droge, 2002).

11.2.2. Sources exogenes

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

Certains métaux (chrome, cuivre, fer et vanadium) génerent 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 ERN tels que le NO" et le
NO™ (Koren, 1995). Ces oxydants participent & la genése d’autres 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’hydrogéne pour
former de puissants oxydants comme ONOO" et le radical OH" (Pincemail et al., 1998 ;
Bonnefont-Rousselot et al., 2001).

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).

11.3. Réles physiologiques des ROS

Les speces réactives de 1’oxygene présentent un paradoxe dans leurs fonctions biologiques.
D’une part, ils préviennent les maladies en aidant le systeme immunitaire par la médiation de
la signalisation cellulaire et en jouant un rdle essentiel dans I’apoptose. D’autre part, ils

peuvent endommager des macromolécules importantes dans les cellules.

11.3.1. Défense contre les infections

Les phagocytes activés produisent des ROS en quantités suffisantes pour tuer les bactéries.
Dans ce systeme, les ROS sont produits par le complexe NADPH qui transforme le O, en O,
(Kardeh et al., 2014). Le O, est ensuite réduit dans le phagosome par la SOD en H,0, qui
peut étre par la suite converti en HOCI par la MPO (Lloyd et al., 2013). Le HOCI peut alors
former spontanément le OHe. Ces deux molécules hautement réactives sont trés toxiques pour
les bactéries ingérées par les phagocytes. Le HOCI est également un élément important de la
défense antimicrobienne par destruction de I’ancrage de I’ADN a la membrane bactérienne, ce

qui entraine I’arrét de la réplication de I’ADN des bactéries (Nordberg et Arnér, 2001).
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11.3.2. Transduction du signal et régulation de la prolifération cellulaire

La production controlée des ROS est essentiel pour 1’activité des voies de transduction du
signal. Une large classe de molécules de transduction du signal sur lesquelles les ROS
influencent leur fonction est les MAPK (mitogen-activated protein kinases) (Hurd et al.,
2012). Les MAPK sont composees de trois sous-familles: les ERK (extracellular
signalregulated kinases), les JINK (kinases c-Jun N-terminal) et les kinases p38 (Martindale et
Holbrook, 2002 ; Droge, 2002). Les ERK coordonnent le signal gréce a des facteurs de
croissances tels qu’EGF (epidermal growth factor). Le récepteur de I’EGF (EGFR) est activé
par les ROS. L’activation de I’EGFR provoque 1’autophosphorylation de ce récepteur et
I’activation des kinases MAPK (MAPKK) et donc I’activation des ERK. L’activation des
ERK en réponse aux ROS favorise généralement la régulation de la prolifération cellulaire
(Holbrook et Ikeyama, 2002; Li et Holbrook, 2003). Dans des conditions normales d’oxydo-
réduction de la thiorédoxine (Trx) se lie a I’ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) et
I’inhibe. Les ROS provoquent la dissociation du complexe Trx-ASK1, conduisant ainsi a
’activation les deux autres familles de MAPK (JNK et p38) par ASK1 (Martindale et
Holbrook, 2002). L’activation de ces kinases implique de multiples MAPKK ainsi que
I’interaction des protéines régulatrices de la prolifération conduisant a 1’apoptose ou la
nécrose (Kardeh et al., 2014). Ces processus ont également des rbles essentiels dans
I’élimination des cellules transformées et la suppression des tumeurs (Seifried et al., 2007).

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

11.4. Oxydation des macromolécules
Les lipides, les protéines et les acides nucléiques représentent les principales cibles des

espéces réactives de 1I’oxygene (Figure 9).
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Figure 9. Cibles biologiques et dommages induits par les ROS (Kohen et Nyska, 2002).

11.4.1. Peroxydation lipidique

En raison de leur haut degré d'insaturation, les membranes riches en acides gras
polyinsaturés sont trés sensibles a I'oxydation. Ce processus induit une modification de la
fluidité, de la perméabilité et de I'excitabilité des membranes (Hong et al., 2004). La réaction
incontr6lée des ROS avec les lipides membranaires conduit a une génération innombrable de
radicaux libres produits dans une réaction en chaine, qui provoque la détérioration des
membranes (Kardeh et al., 2014; Pisoschi et Pop, 2015).

Dans la phase d’initiation (Figure 10) de la réaction en chaine de la peroxydation, un
radical hydroxyle réagit avec une chaine d’acide gras insaturé (LH) et produit un radical
d’acide gras et une molécule d’eau. Le radical d’acide gras n’est pas stable, dans la phase de
propagation il a tendance a réagir avec 1’0, pour produire un radical peroxyle lipidique

(LOO). Cette molécule générée réagit ensuite avec un autre acide gras insaturé et produit un
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autre radical d’acide gras et un peroxyde lipidique (LOOH) (Kardeh et al., 2014). Ce dernier
est tres réactif, il fournit une grande variété de produits actifs qui peuvent réagir avec les
protéines et 'ADN.

Les réactions de péroxydation donnent des produits spécifiques utilisés comme indicateurs
de la peroxydation tels que le malondialdéehyde (MDA), le acides thiobarbiturique (TBARS)
et le 4-hydroxynonenal (4- HNE) (Valko et al., 2006).

La reaction en chaine de la peroxydation lipidique peut étre prévenue par la vitamine E
intercalée dans la bicouche lipidique des membranes qui joue le role de doneur d’hydrogene.
En effet, la vitamine E transforme les radicaux peroxyles en hydroperoxydes et met fin a la

réaction en chaine de peroxydation, c’est la phase de terminaison (Daum-Badouard, 2006).

Figure 10. Réaction de la peroxidation lipidique (Daum-Badouard, 2006).

11.4.2. Oxydation des protéines

Les protéines sont susceptibles d'étre oxydees par les ROS. Cette oxydation peut rompre
les liaisons peptidiques modifiant ainsi la chaine protéique. Elle provoque des modifications
par addition de produits issus de la peroxydation. Le dommage des protéines peut se produire
par oxydation du thiol, une carbonylation, une fragmentation ou un mauvais repliement et
déploiement, ce qui pourrait conduire a la perte de I’activité de la protéine (Pisoschi et Pop,
2015). Les protéines oxydées deviennent aussi trés hydrophobes soit par supression de
groupements amines ionisables soit par extériorisation des zones hydrophobes centrales et la
formation des amas anormaux dans ou autour des cellules (Goto et Radak, 2013). Les
principaux produits de 1’oxydation des protéines sont les carbonyles qui sont utilisés comme

marqueurs du stress oxydant.
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Tous les acides aminés sont sensibles a 1’oxydation, en particulier, la cystéine et la
méthionine sont facilement oxydables (Raedschelders et al., 2012; Pisoschi et Pop, 2015).
L’oxydation de la lysine, la proline, I’arginine et la thréonine donne également lieu a des
marqueurs de dérives carbonylés (Pisoschi et Pop, 2015). L’oxydation de la tyrosine par les
radicaux OHe produit la dityrosine, la réaction avec des ERN forme la 3-nitrotyrosine, alors
que la réaction avec le HOCI donne la 3-chlorotyrosine (Raedschelders et al., 2012; Sung et
al., 2013).

L’oxydation des protéines est impliquée dans plusieurs pathologies telles que
I’athérosclérose, les maladies neurodégénératives, la dystrophie musculaire, 1’ischémie-
reperfusion et le vieillissement (Favier, 2003, Goto et Sadak, 2013; Bordt et Polster, 2014;
Pisoschi et Pop, 2015; Moniczewski et al., 2015).

11.4.3. Oxydation de ’ADN

Les ROS entrainnent des dommages a I’ADN et conduisent a la mort cellulaire et au
viellissement (Saito et al., 2015). Une abstraction d’hydrogéne de I’ADN par le OHe conduit
a I’hydroxylation des bases puriques et pyrimidiques, ces actions représentent les altérations
les plus communes de I’ADN nucléaire et mitochondrial attaqués par les ROS (Raedschelders
et al., 2012; Kardeh et al., 2014). Une des altérations fréquentes de I’ADN est 1’oxydation de
la guanine par le radical hydroxyle formant la 8- hydroxy-guanine (8-OHG). Ce dernier
produit est considéré comme un marqueur de lésions nucléiques et de carcinogenése
(Sugamura et al., 2011; Pisoschi et Pop, 2015). Comme pour les autres composeés cellulaires,
la majorité des altérations oxydatives de I’ADN sont induites par le radical hydroxyle.
Lorsque le H,0, échappe aux enzymes de régulation, il peut rejoindre le noyau de la cellule et
réagir avec les ions Fe?* et Cu™ associés a la chromatine générant ainsi le radical hydroxyle

in situ, qui attaque I’ADN (Kruidenier et Verspaget, 2002).

11.4.4. Oxydation des glucides

Le glucose et les protéoglycanes du cartilage sont les cibles préférés des ROS.
L’oxydation du glucose est directe et donne des dérives carbonyls susceptibles de réagir avec
une protéine pour aboutir a la formation de produits finaux de glycosylation (PFG), soit par la
formation d’une liaison covalente entre un ose et les groupements aminés libres d’une
protéine pour donner une protéine glyquée susceptible d’étre attaquée par des ROS pour

former des PFG. Ces derniers en présence de métaux de transition favorisent la libération



Revue bibliographique 23

d’O;" et fragilisent les parois vasculaires et la rétine chez les patients diabétiques (Halliwell et
Gutteridge, 1999).

I1. 5. Maladies liées au stress oxidatif

Le stress oxydatif est implique dans de trés nombreuses pathologies (Figure 11) telles que
le cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, vieillissement accéléré. Il est un des
facteurs de genc¢se de maladies plurifactorielles telles que la maladie d’Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 1997).

11.6. Antioxydants
Les antioxydants sont des composés d’origine endogéne ou exogene qui servent a controler

le niveau des espéces réactives pour les neutraliser et minimiser les dommages oxydatifs.

I1. 6.1. Antioxydants endogenes

I1. 6.1.1. Enzymes antioxydantes

Le super oxyde dismutase (SOD) décompose le superoxyde en O, et H,O, moins toxiques.
Le H,0, sera a son tour transformé par la catalase en O, et H,O, ou en H,O 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 I’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 antioxydantes participent a la régulation du stress oxydant (Sayre et al., 2005).

11. 6.1.2. Antioxydants non enzymatiques

Cette classe regroupe des composés endogenes de faible poids moléculaire qui peuvent étre
soit des produits de synthese (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).
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Figure 11. Principales circonstances pathologiques accompagnant le stress oxydant. ARDS:
Syndrome de détresse respiratoires aigue ; Sida: Syndrome d’immunodéficience acquise ; ALS:

Sclérose latéral amyotrophique (Favier, 1997).

1. Glutathion réduit

Le glutathion réduit (GSH) est un antioxydant protéique abondant dans 1’organisme ou il
joue un rdle de protection des tissus et des protéines transporteuses d’ions redox actifs comme
I’hémoglobine, la transferrine, la ferritine et ’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 1’arsenic (Clarkson et Thompson, 2000; Lyn Patrick, 2006).
2. Acide urique

L’acide urique est 1'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 I’allantoine qui augmente dans les muscles en cas
d’effort (Hellsten et al., 2001), puis elle sera régénéré par la vitamine C (Vasconcelos et al.,
2007).
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11.6.2. Antioxydants exogenes

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 1’oxygeéne singulet ou comme régulateur du systéme antioxydant
(Dufour et al., 2007 ; Gobert et al., 2009).

I1.6.2.1. 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 mais également par d’autres composés comme la vitamine
A, le GSH et I’ubiquinol. La vitamine E peut aussi activer les SOD et les catalases (Margaritis
et al., 2003; Lyn Patrick, 2006).

. 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 1’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 participe aux réactions
de Fenton/Haber-Weiss (Sayre et al., 2005).

La vitamine Bg exerce un r6le antioxydant indirect en favorisant la synthése de la
cystéine a partir de la méthionine et ainsi renforcerait la production de GSH (Dalto et Matte,
2017).

11.6.2.2. Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux qui regroupent
plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques qui présentent toutes
dans leur structure 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).
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Les acides phénoliques (acide chlorogénique, caféique, protocatéchique, vanillique,
férulique, sinapique et gallique) contenus dans certaines 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). lls agissent de différentes fagons soit par effet scavenger directe (Quinoes et
al., 2013) soit par chélation de métaux de transition empéchant ainsi la réaction de Fenton
(Rodrigo et al., 2011) soit par inhibition de I’activité de certaines enzymes responsables de la

production de ROS comme la xanthine oxydase (Halliwell, 1994; Jayasena et al., 2013).

11.6.3. Autres antioxydants

Des propriétés antioxydantes ont été attribuées a des acides aminés (méthionine, taurine,
glutamine, N-acetylcystéine). lls pourraient étre des précurseurs directs ou indirects de la
synthése des GSH dont ils renforcent ’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 régénérer les vitamines C et E oxydées
(Crane, 2001).

Le pollen, les oestrogenes (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 oligoeléments (Cu, Zn, Se, Mn) ont des proprietés antioxydantes. Ils servent
notamment de cofacteurs des enzymes antioxydantes (Berger, 2006).

I11. Infections bactériennes

Les infections bactériénnes surtout nosocomiales représentent un véritable probleme de
santé publique en raison de la fréquence et de la gravité de ces infections, de leurs
conséquences en termes de morbidité, et de mortalité, mais aussi par leur poids considérable
en termes de consommation de soins, d’examens et de journées d’hospitalisation. Les causes
de ce phénomene sont multiples mais le déterminant majeur est I'utilisation excessive et/ou

inappropriée des antibiotiques (Munita et arias, 2016). En effet, le role de I’exposition aux
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antibiotiques dans 1’émergence de la multirésistance des bactéries est largement rapporté dans

la littérature (Guillemot et al., 2003; Serragui et al., 2013).

I11.1. Résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un probléeme majeur compliquant le
traitement des infections bactériennes surtout par la dissémination des souches multi-
résistantes (Ventola, 2015). La progression de cette multirésistance risque de conduire a une
augmentation de la 1étalité de certaines infections bactériennes et représente donc une menace
réelle (Serragui et al., 2013; Munita et Arias, 2016). Le phénomene de résistance est connu
pour toutes les familles d’antibiotiques et concerne toutes les éspeces bactériennes. Ces
dernieres peuvent développer des mécanismes différents selon leurs sensibilité initiale et leurs
capacité a exprimer les diverses résistances d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
découvertes de nouvelles sources de médicaments (Vaubourdolle, 2013).

Pour acquerir une résistance, les bactéries mettent en jeu quatre types de stratégies
(Figure 12) qui sont toutes sous contréle génétique. Dans la premiére dite offensive, la
bactérie produit une enzyme appelée B- lactamase capable d’inactiver 1’antibiotique. La
deuxiéme stratégie dite d’évitement consiste a une modification de la cible de I’antibiotique
qui rend ce dernier inefficace. Dans la troisieme dite de contournement 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 quatriéme
stratégie consiste soit a empécher ’entrée de I’antibiotique dans la bactérie, soit a I’expulser,
c’est le phénomeéne d’efflux actif (Mesaros et al., 2005; Munita et Arias, 2016).

L’augmentation des résistances contre les principales classes d’antibiotiques combinée aux
nombre limités d’agents en cours de développement a conduit a la découverte de nouvelles
molécules susceptibles d’inhiber les mécanismes de résistance ou d’interférer avec la
virulence bactérienne en ciblant leurs génes de résistance, leurs facteurs de virulence ou en

entravant la communication inter-cellulaire.
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Figure 12. Principales stratégies mises par les bactéries pour résister a 1’action des antibiotiques

(Mesaros et al., 2005).

111.2. Traitement des infections bactériennes

111.2.1. Antibiotiques

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). Certains antibiotiques sont naturels, ils sont synthétisés par des microorganismes tels
que la vancomycine, la streptomycine, la pénicilline et la céphalosporine. D’autres
antibiotiques sont semi-synthétiques (ampicilline) et résultent de la modification des
antibiotiques naturels par 1’addition d’un groupement chimique. Plusieurs autres sont

totalement synthétiques comme les sulfamides (Chambers et Sande, 1998).
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111.2.2. Antimicrobiens naturels

Depuis quelques années, les recherches sont orientées vers la caractérisation de nouveaux
agents antimicrobiens d’origine naturelle comme les peptides bactériens, les bactériophages et
les molécules bioactives des plantes qui peuvent substituer les antibiotiques classiques ou agir
d’une maniere synergique avec ces derniers. Les plantes synthétisent différents métabolites
secondaires dotés d’activité antibiotiques mais en général cette activité est plus faible que
celle éxercée par les antibiotiques d’origine microbienne (Kordali et al., 2008). Parmi ces
métabolites on trouve les polyphénols qui sont doués de diverses importantes activités
antimicrobiennes, cette diversité est probablement reliée a leurs diversités structurales
(Tableau 2). 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 des bactéries et exercer
leurs effets antibactériens (Daglia, 2011). La déstabilisation de la membrane cytoplasmique
pour la rendre perméable, 1’inhibition des enzymes bactériennes extracellulaires, 1’action 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).

L’activité des flavonoides est due principalement a la capacité de ces molécules a inhiber
I’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires des
microorganismes (Ulanowska et al., 2006). 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 flavonoides peuvent aussi interférer avec le
métabolisme énergétique des bactéries. En effet, les retrochalcones et le flavanone

lonchocarpole A inhibent fortement la consommation d’oxygene (Haraguchi et al., 1998).

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 I’hote et
neutraliser des toxines bactériennes, comme ils peuvent établir une synergie avec certains
antibiotiques (Daglia, 2011).
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Tableau 2. Principaux composés phénoliques ayant une activité antimicrobienne (Daglia, 2011).

Composés phénoliques

Microorganismes sensibles

Exemples

- I
O

Flavane-3-ol

Flavonole

Bactéries V.cholerae, 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 I’influenza A, type -1
herpes simplex virus (HSV).
e $he Bactéries Différentes souches de:

'ﬁ:- oH
Rl oS lins,
o RS T ou
“DJ;W,_EQ{M ﬁ:ou e
Ho g
s oed

Salmonella, Staphylococcus,
Helicobacter, E. coli, Bacillus,

Clostridium, Campylobacter

Champignons

Candida parapsilosis.

0. OH ,JL Bactéries S.aureus, L.monocytogenes,
HO
E ]T:j\ oH E.coli, P.aeruginosa.
W 11:- W
H
Acides phénoliques
b, Bactéries Différentes souches de
' Mycobacterium tuberculosis.
HO
HCO

Néolignane
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IV. Plantes étudiées

Les plantes Hertia cheirifolia (H. cheirifolia), Globularia alypum (G. alypum) et Cistus
salvifolius (C. salvifolius) ont été choisis selon trois critéres: 1’origine géographique commune
(Djbel boutaleb, Setif), I’utilisation en médecine traditionnelle et les recherches non

approfondies sur ces plantes.

IV.1. Hertia cheirifolia L.

Hertia cheirifolia est une plante de la famille des Asteracées, endémique en Algérie jusqu’a
I’atlas saharien et en Tunisie en zone aride sur les talus. Communément appelé Othonne ou
Othonnopsis a feuilles de giroflée, Hémérocalle en francais, barbary ragwort en anglais, timerzou en
berbere (Quezel et Santa, 1963) et localement il est appelé Khertchoun. Cette plante (Figure
13) est un sous-arbrisseau vivace aromatique de 0.2 a 0.3 m de hauteur, ligneux a tiges
dressés a fleurs, se reproduisant par des graines. Le feuillage est persistant, charnu vert de
gris, glauque, feuilles alternes, spatulées, acuminnées. Les fleurs sont réunies en capitule
solitaires a bractées oblongue et pétiolées avec un bord entier, de couleur jaune citron (Quesel
et Santa., 1963).

IV.1.1. Classification de Hertia cheirifolia
Régne: Plantae

Sous-régne: Tracheobionta
Embranchement: Magnoliophyta
Superdivision: Spermatophyta

Classe: Magnoliopsida

Sous-classe: Asteridae

Ordre: Asterales

Famille: Asteraceae

Genre: Hertia

Espéce: Hertia cheriefolia L. (Quezel et Santa, 1963).


http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Tracheobionta&display=31
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Spermatophyta&display=31
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Asterales&display=31
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Asteraceae&display=31
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Figure 13. Photographie de Hertia cheirifolia de djabel boutaleb

IV.1.2. Phytochimie

Plusieurs études phytochimiques ont montré que H. cheirifolia contient une amalgame de
métabolites secondaires dans les diverses parties de la plante. Massiot et ses collaborateurs,
(1990) ont identifié 6 composés eremophilenolides dans 1’extrait méthanolique de la partie
aérienne de cette plante (10-B-hydroxyeremophilenolide, 8-B, 10-B-
dihydroxyeremophilenolide, 8-3-methoxy-lop-hydroxyeremophilenolide, 6-f,10-p dihydroxy-
8-B-methoxyeremophilenolide, 10-B-angeloyloxy-6-§, 10-p-dihydroxy-8-p3-
methoxyeremophilenolide et 3-p-angeloyloxy-10-B-hydroxy-8--methoxyeremophilenolide).
Aclinou et al. (1991) ont montré que H. cheirifolia renferme aussi des sesquiterpenoides et
des steroides et plusieurs groupes de molécules actives tels que les flavonoides. Les travaux
de Ammar et al. (2009) ont aboutit & la caractérisation d’un sesquiterpénoide (Bakkanolide) et
de deux steroides dans ’extrait chloroformique de cette plante (3beta, 22E-Stigmasta-5, 22-
diéne-3-ol (Stigmasterol) et le stigmasterol 3 B-glucoside. Attia et al. (2012) ont déterminé
dans I’huile essentielle de H. cheirifolia plusieurs composés majoritaires, tels que le thymol
(61%), le 2,6-Dimethoxy-phenol (12.83%), le Camphor (5.82%), le Terpinene-4-ol (5.48%) et
le a-Terpineol (3.58%). Plus récemment, Majouli et al. (2016) ont rapporté la richesse de
I’huile essentielle des feuilles et des fleurs fraiches en a-pinene, valencene, B-caryophyllene,
germacrene D, germacrene A, a-terpinyl acetate et monoterpene hydrocarbons. L’extrait
d’acetate d’ethyl des racines contient I’acide cinnamique, I’acide furilique, rutine, myricetine,

naringine, naringenine, quercetine, p-coumarique (Majouli et al., 2017).
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IVV.1.3. Usage traditionnel et propriétés biologiques

Hertia cheirifolia est utilisee en médecine traditionnelle algérienne et tunisienne comme
anti-inflammatoire et antispasmodique (Iserin, 2001; Ammar et al., 2009). Les infusats des
feuilles de cette plante bouillies sont utilisés pour traiter les crampes, les douleurs a I'estomac
et de l'intestin ainsi que certaines maladies gastro-intestinales telles que la dyspepsie, la
diarrhée et pour traiter certaines infections, (Iserin, 2001).

Les métabolites secondaires du H. cheirifolia conférent a cette plante plusieurs propriétes
biologiques et pharmacologiques. Il a été montré que I’extrait chloroformique de cette plante
exerce une activité anti-spasmodique et anti-inflammatoire. Ces effets sont attribués aux
sesquiterpenoides bakkenolides et certains stéroides (Ammar et al., 2009). Les études portants
sur des extraits alcooliques et aqueux de H. cheirifolia ont prouvé son pouvoir anti-oxydant
qui est acordé a la présence de polyphenols (Bousselsela et al., 2012; Majouli et al., 2017).
Une activité acaricide des huiles essentielles de cette plante contre les acariens phytophages,
particuliérement 1’acarien Tetranychus urticae qui cause des dégats en agriculture ont été
rapporté par Attia et al. (2012 ; 2015).

IV.2. Cistus salvifolius L.

Cistus salvifolius (C. salvifolius) est une plante (Figure 14) vivace, qui appartient a la
famille des Cistacées, communément appelé ciste a feuille de sauge, ciste mondré ou ciste
femelle (Bock, 2014). Localement il est appelé lasase et cfeira (Guide de la flore Algérienne,
2009). La famille des Cistacées comprend plus de 200 espéces et environ dix genres. Les
plantes de cette famille sont des arbustes, herbacés, poilus ou velus, pérennes ou annuels,
peuvent atteindre 20 a 60 cm de haut. Les feuilles sont simples, souvent opposées et sont tres
attractifs pour la consommation animale (Damerdji, 2012). La racine de C. salvifolius est sans
poils absorbants en général. Les fleurs hermaphrodites apparaissent entre le mois d’avril et
juillet, ont une belle forme en coupe, leurs diamétre varie de 3 a 5 cm, elles sont blanches a
fond jaune et ont 5 pétales

Les Cistes sont tres abondantes dans les régions temperées a subtropicales mais surtout
présents autour du bassin méditerranéen (Qa’dan et al., 2011; Girbuz et al., 2015). Cette
espece tres commune dans le Tell Algérien (Guide de la flore Algérienne., 2009), préfere les
versants rocheux, les prairies seches, foréts claires et les broussailles, sols siliceux et
rocailleux, maigres, peu épais, filtrants et acides au soleil ou a mi- ombre, elle peut supporter

des températures allant jusqu’a -5°C (Damerdji, 2012).
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Figure 14. Photographie de Cistus salvifolius de djabel boutaleb

V.2.1 Classification de Cistus salvifolius L.
Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Tracheobionta ou Angiospermes
Classe : Magnoliopsida ou Dicotylédones
Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Malvales
Famille : Cistaceae

Genre espece : Cistus salvifolius L. (Hywood, 1996; Damerdji, 2012)

V.2.2. Phytochimie

Divers composés chimiques ont été isolés a partir des extraits de C. salvifolius. L’étude
phytochimique réalisé par Girbiiz, (2015), sur des extraits de la partie aérienne et les racines
de cette plante a revélé la présence de trois flavonoides aglycones (kaempférol, la quercétine,
la myricétine), quatre flavonoides glycosides (kaempférol 3-O-B- (6-O-transp-coumaroyl)-
glucopyranoside (Trans-tirilosid), la quercétine 3-O-a-arabinopyranoside (Guaijaverin), la
quercétine 3-O-B-galactopyranoside, et la myricétine 3-O-B-galactopyranoside), deux
glycosides de phenylbutanon, deux glycosides de phloroglucinol, deux glycosides stéroides,
le sitosterol-3-O-(6"-O-butanoyl)-p-galactopyranoside et le guaijaverin (4-(4-O-[6"-O-
galloyl-B-galactopyranosyl]-3'-hydroxyphenyl)-butan-2-on,4-(3'-O-B-glucopyranosyl-4'-
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hydroxy- phenyl)-butan-2-on, 1-O-B-glucopyranosyl-3,5-dimethoxybenzene). Qa’dan et ses
collaborateur, (2011), ont isolé deux pro-anthocyanidines oligoméres epigallocatechin-3-O-p-
hydroxybenzoate-(4p—8)-epigallocatechin et Epigallocatechin -3-O-p-hydroxybenzoate-
(4p—8)-epigallocatechin-3-O-gallate. La fraction de I'extrait aqueux de l'acétone de la plante
a révélé la présence de: flavan-3-ols et prodelphinidines dimeres (catéchine, gallocatéchine,
épicatéchine, I'épigallocatéchine, I'épicatéchine-3-O-gallate, épigallocatéchine-3-O-gallate,
I'épigallocatéchine-3-Op-hydroxybenzoate) et un anthocianidins oligomeres, protodelphinins,

ellagitannins et le rhododendrin glucoside phénylpropanoide (Betuloside).

V.2.3. Usage traditionnel et propriétés biologiques

Les racines et les parties aériennes de la ciste ont été utilisées depuis I'Antiquité dans la
culture méditerranéenne pour leurs propriétés médicinales. lls sont connus pour leurs vertus
anti-diarrhéiques, antiacide, antispasmodique. Ils sont utilisés comme remedes pour traiter de
diverses maladies de la peau, I’ulcere gastroduodénal, le diabete sucré et en tant qu'agents
anti-inflammatoires, surtout dans les inflammations urinaires, le rhumatisme et la traitement
des hémorroides (Yesilada et al., 1995; Attaguille et al., 2004; Oubenchicker et al., 2014). En
outre, Cistus salvifolius est utilisé dans 1’aromatisation traditionnelle des produits laitiers
fermentés et il est considéré comme une source alimentaire importante pour les bovins
(Damerdji, 2012; Girbiz et al., 2015).

Les métabolites secondaires du Cistus salvifolius conférent a cette plante plusieurs
propriétés biologiques et pharmacologiques. En effet, plusieurs phénols isolés de cette plante
possedent des propriétés analgésiques et anti-inflammatoires (Toniolo et Nicoletti., 2014),
antioxydantes (Sayah et al., 2017), anti agrégante, modulante des fonctions des cellules
immunitaires (Attaguille et al., 2004) et cytotoxique contre des lignées cellulaires humaines
de cancer (Toniolo et Nicoletti, 2014; Girblz et al., 2015). Les huiles essentielles de C.
salviifolius sont caractérisées par un pouvoir antioxydant et une activité inhibitrice du
cholinestérase, a-amylase et a-glucosidase (Loizzo et al., 2013; Sayah et al., 2017). Elles
Possedent aussi une activité anti fungique et anti-microbienne, surtout vis-a-vis de lesteria
monocytogens et les mycobactéries (Haouat et al., 2013). D’autres propriétés antivirale,
algicide, antifongique, anti protozoaire ont été rapporté (Oubenchiker et al., 2014; Toniolo et
Nicoletti., 2014; Gurbuz et al., 2015).
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IV.3. Globularia alypum L.

Globularia alypum est une plante vivace, communément appelé Tasselgha ou ain larneb au
Maghreb (Jouad et al., 2002). D’autres noms (Chebra, Chelr'a, Zerga, zeriga, zouitna, alk,
haselra, oulbarda) sont attribués a Globularia alypum (Chograni et al., 2011).

C’est une plante trés abondante dans le pourtour du bassin méditerranéen, surtout a son
ouest ou elle forme d’importants buissons trés ramifiés, principalement dans les lieux
rocailleux, broussailleux et secs (Taleb-dida et al., 2011).

Les plantes du genre Globularia sont vivaces arbustes trés rameux, d’environ 30-60 cm
d’hauteur (Figure. 15). Les tiges sont dressées, brun-rouge striées, a petites feuilles
persistantes tres nombreuses, alternes, coriaces et glabres, de forme ovale ou oblongue,
atténuées en court pétiole et disposeées le long et au sommet (Beniston et Beniston, 1984). Les
fleurs sont en général bleues violacées, a quatre étamines, groupées en capitules
hémisphériques plus ou moins globuleux, entourés d’un involucre de bractées atteignant prés
de 2 cm de diametre. Elles ont une corolle a deux lévres, la supérieure bilobée souvent

atrophiée, I’inferieure trilobée (Leporatti et Ghedira, 2009; Baba aissa, 2011).

IVV.3.1. Classification botanique de Globularia alypum
Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Scrophulariales
Famille : Globulariaceae
Genre: Globularia

Espeéce : Globularia alypum L. (Quezel et Santa, 1963)

V.3.2. Phytochimie

Plusieurs composés ont été isolés des fractions de 1’extrait methanolique du genre
Globularia. Ces composés sont essentiellement des phenyléthanoides glucosides, des iridoides
(catalpol, acide mussaenosidique, acide (epi) loganique) et des secoiridoides, connues pour
leurs diverses activités biologiques (Al-safi et al., 2005; Amessiss-Ouchemoukh et al., 2013).

Cing flavonoides sont identifies comme des flavones glycosilés (hydroxyluteonine-7-
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laminaribioside, deux isomeres du luteolin disccharides, cynaroside et nepitrine). Trois
flavonol glycosilés (quercetin glucoside, amurnsin, hydroxycinnamic acide) ont été isolés a
partir des feuilles. La présence du globularine, résine, mucilages, tanins, choline,
chlorophylle, acide-cinnamique, acide globularique a été démontrées (Chograni et al., 2012 ;
Khlifi et al. ; 2011)

Figure 15. Photographie de Globularia alypum de djabel boutaleb

V.3.3. Usage traditionnel et propriétés biologiques

G. alypum est utilisée comme antiseptique, antimycosique, cicatrisante, astringente,
diurétique (Bellakhdar et al., 1991; Fehri et al., 2012), antihypertensif et hypoglycémiante
(Jouad et al., 2002; Zennaki et al., 2009). Les feuilles sont employées comme laxatif,
purgatif, sudorifique et stomachite (Bellakhdar, 1997). La patie aerinne est utilisée pour
traiter les maladies rénales, cardiovasculaires et contre les ulcéres de 1’estomac, du colon, du
rectum, du foie et de I’osephage (Djeridane et al., 2006). Les espéces du genre Globularia
présentent des activités antidiabétique antituberculose, cytotoxiques, antioxydantes et
antimicrobienne (Jouad et al., 2002; Es-safi et al., 2005, Zennaki et al., 2009). Il a été raporté
que I’extrait aqueux de cette plante réduit I’hypertriglécérimie et améliore le statut oxidatif du

muscle, des reins et du ceeur chez des rats alimenté par le fructose (Taleb-Dida et al., 2011).
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MATERIEL ET METHODES

I. Matériel
I.1. Matériel végétal

Les plantes Hertia cheirifolia, Cistus salvifolius et Globularia alypum ont été récoltées
entre mai et juin 2010 de la région de djebel Boutaleb, au sud-ouest de Sétif. L’identification
a été faite par Dr. N. Boulaachab (Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université
de Sétif 1). Les parties aériennes des trois plantes collectées ont été nettoyees, séchées a
température ambiante et a ’ombre pendant 2-3 semaines. Les feuilles ont été séparées puis

stockées a 1’abri de la lumicre jusqu'a leur utilisation.

1.2. Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris Swiss albinos, males et femelles pesant 25 - 30
g et des rats Albino Wistar pesant 150 - 200 g, procurés aux prés de I’institut Pasteur d’Alger.
Les animaux repartis en groupes sont hébergés dans des cages en polypropyléne a température
ambiante avec accés libre & 1’eau et a I’alimentation. L’aliment est fourni par 1’Office
National des Aliments de Bétails (ONAB) d’El-Kssar-Bejaia. Aprés une semaine
d’adaptation, les animaux sont pesé€s, marqués et soumis a jeun pendant une nuit avant leur

utilisation.

1.3. Sang humain et bovin

Le sang humain frais est obtenu par prélevement a partir de donneurs volontaires sains et
non fumeurs et qui n’ont pas pris de traitement médical pendant au moins quinze jours. Le
sang bovin est procuré par prélévement a partir d’animaux sains dans 1’abattoire de la ville de

Sétif.

1.4. Microorganismes

Les 10 souches bactériennes ATCC Gram' (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, 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) utilisées nous ont été fourni
gracieusement par le laboratoire de Substances Naturelles de Tlemcen.

Les 3 souches de champignons lévuriformes et filamenteux (Candida albicans ATCC
1024, Aspergillus niger 2AC 936, Aspergillus flavus NRRL 3357) nous ont été fournis par le
laboratoire du CHU de Setif.
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1. Méthodes

11.1. Extraction
I1.1.1. Préparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux (E.Aq) des feuilles des trois plantes sont préparés selon Ferreira et al.
(2006). Brievement, 100 g de poudre des feuilles de chaque plante sont mis a bouillir pendant
20 minutes dans 1000 ml d’eau distillée. Aprés centrifugation a 3000 rpm pendant 15 min,
les surnageants obtenus sont filtrés et lyophilisés pour obtenir des poudres brunes qui seront

conservées a -32°C jusqu’a leur utilisation.

I1.1. 2. Préparation des extraits méthanoliques

Les extraits méthanoliques (E.Met) sont préparés selon la méthode décrite par de Motamed
et Naghibi (2010). Des pesées de 100 g de poudre des feuilles sont mises a une maceration
dans 1000 ml du mélange méthanol/eau (8:2 V/V) sous agitation pendant 24 h a I’ombre et a
température ambiante. Aprés filtration, les filtrats sont récupérés cependant, les résidus sont
remis pour une seconde maceération dans 1000 ml de méthanol 50%, sous agitation pendant 24
h. Apres filtration, le méthanol est évaporé sous pression réduite a 40°C dans un rotavapeur
(BUCHI). Les solutions obtenues sont lyophilisées pour obtenir des poudres brunes qui seront
conservées a -32°C jusqu’a leur utilisation.
11.2. Analyses phytochimiques
11.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur totale en composés phénoliques des extraits méthanoliques et aqueux de H.
cheirifolia, C.salvifolius et G. alypum est estimée par le réactif du Folin-Ciocalteu selon la
méthode de Li et al. (2007). Cette méthode qui est basée sur la réduction en milieux alcalin de
la mixture phophotungstique (WO4%) phosphomolybdique (MoO.*) de réactif de Folin par
les groupements oxydables des composés phénoligues, conduisant a la formation de produits
de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm
dont I’intensité est proportionnelle a la quantit¢ de polyphénols présents dans 1’échantillon.
Brievement, 100 ul de différentes concentrations de chaque extrait ou de 1’acide gallique sont
mélangés avec 500 pl du réactif du Folin-Ciocalteu dilué au 1/10. Aprés 4 min, 400 pl de
Na,CO3 (7.5%) sont ajoutés. L’absorbance est mesurée a 765 nm aprées 1 h 30 min
d’incubation contre un blanc dépourvu d’extraits a tester qui ont été remplacés par le solvant.

La concentration en polyphénols dans chaque extrait est exprimée en pg d’équivalent d’acide
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gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait), et calculée a partir de la courbe d’étalonnage
de I’acide gallique (Figure 16).

y=0,0089x +0,02
R?= 10,9993

09 -

Absorbance a 765 nm

D T T T 1
0 50 100 150 200

Concentration (ig/ml)

Figure 16. Droite d'étalonnage de I'acide gallique

11.2.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (Fe*?, Al*?),
Ceci traduit le fait que le métal perd 2 électrons pour s’unir a 2 atomes d'oxygene de la
molécule phénolique agissant comme donneur d’¢électrons. La couleur jaune produite possede
une absorbance maximale a 430 nm, I’intensité de coloration est proportionnelle a la quantité
des polyphénols présente dans I’extrait (Ribéreau-Gayon et al., 1972). Le dosage des
flavonoides des différents extraits a été réalisé selon Bahorun et al. (1996). Brievement, 1 ml
de la solution d’AICl3 (2%) est ajouté a 1 ml de la solution de I’extrait a différentes
concentrations préparées dans le méthanol. Apres 10 min d’incubation, I’absorbance est lue a
430 nm. La concentration des flavonoides dans les extraits est déduite a partir d’une droite
d’étalonnage établie avec la quercétine (Figure 17) et est exprimée en pg d’équivalents de

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



Matériel & méthodes 43

1,2 1 }.:ﬂﬂﬁl}{ -ﬂ*ﬂ.}ﬂg

R?= 09975

0,9 1

0,6 1

03 1

Absorbance 2430 nm

U L) L) I 1
0 ) 10 15 20

Concentration (ug/ml)

Figure 17. Droite d’étalonnage de la quercétine

11.2.3. Dosage des tannins

La méthode de Bate-Smith, (1973) qui se base sur la précipitation de 1’hémoglobine du
sang frais des bovins est utilisée pour déterminer la teneur en tannins des extraits étudiés.
Brievement, un volume de sang hémolysé (1 ml de sang et 489 ml d’eau distillée) est mélangé
avec un volume d’éxtrait a différentes concentrations. Le mélange est laissé réagir pendant 20
min a température ambiante. Apres une centrifugation a 4000 rpm pendant 10 min a 4°C,
I’absorbance du surnageant est lue a 576 nm contre I’eau distillée. Une gamme d’étalonnage
est établie avec de I’acide tannique (Figure 18). 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 I’hémoglobine des extraits est calculé selon la formule suivante:

Taux de précipitation (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

Ac: absorbance du controle. At: Absorbance du test.

11.2.4. Dosage des alcaloides

Le taux des alcaloides dans les extraits méethanoliques et aqueux a été déterminé selon la
méthode décrite par Shamsa et al. (2008). A 1 ml de chaque extrait sont additionnés, 10 ml
de solution de tampon phosphate (pH 4.7) et solution de vert de bromocresol avec une
proportion 1:1 (V/V), et 4 ml de chloroforme, le mélange est agité vigoureusement. Apres
décantation, la phase chloroformique est éliminée et la phase contenant les extraits est

récupérée dans une fiole jaugée de 10 ml et le volume est ajusté avec du chloroforme.
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L'absorbance est mesurée a 470 nm contre le blanc préparé sans extrait. L'atropine est utilisée

comme standard. La concentration en alcaloides est exprimée en ug d’équivalent

d’atropine/mg d’extrait (ug EA/mg d’extrait) (Figure 19).
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Figure 18. Droite d’étalonnage de I’acide tannique
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Figure 19. Courbe d’étalonnage des alcaloides
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11.2.5. Dosage des pigments liposolubles

Les tencurs en B-caroténe, lycopéne et chlorophyle des extraits méthanolique et aqueux ont
été déterminées selon Nagata et Yamashida (1992). Brievement, 100 mg de chaque extrait
sont ajoutés a 10 ml d’un mélange acétone-hexane (4:6 V/V) puis agités vigoureusement
pendant 1 min, ensuite le tous est filtré a travers un papier Whatman N°4. L’absorbance des
filtrats est mesurée a différentes langueurs d’ondes: 453 nm, 505 nm, 645 nm et 663 nm. La
teneur en pigments est calculée suivants les équations indiquées ci-dessous et les résultats
sont exprimés en mg de chlorophyle, caroténoides ou atropene/g d’extrait.
-B-carotene (mg/100 ml) = 0.216 X Ages - 1.220 X Agss — 0.304 x Asps + 0.452 X Ayss
-Lycopene (mg/100 ml) = - 0.0458 x Aggz + 0.204 X Agss — 0.304 x Asps + 0.452 x Ays3
-Chlorophylle a (mg/100 ml)= 0.999 x Agsz - 0.0989 % Agss
-Chlorophylle b (mg/100 ml)= - 0.328 x Agez + 1.77 X Agss

11.2.6. Analyse par HPLC/TOF-MS

L’analyse qualitative des extraits aqueux et méthanoliques a été réalisée par HPLC/TOF-
MS en utilisant un systéme HPLC Agilent Technology, 1260 Infinity, couplé a un détecteur
(TOF) LC/MS, 6210 et une colonne ZORBAX SB-C18, selon Abay et al. (2015). Les
extraits aqueux et méthanoliques (200 ppm) sont dissouts dans le méthanol, puis filtrés a
travers un filtre PTFE (0.45 um) a I’aide d’un injecteur pour éliminer toutes les particules.
Ensuite, 10 pl de chaque solution d’extrait est injectée dans une colonne de type phase inverse
SB-C18 (4.6 x 100 mm et 3.5 um). La phase mobile est constituée de trois ¢luants: I’ecau
distillée ultra pure, 0.1% d’acide formique et I’acitonitrile, respectivement. Le gradient
d’¢lution appliqué est de type isocratique étalé sur 30 min. Le débit est de 0.6 ml/min et la
température de la colonne est de 35°C. Le mode d’ionisation de I’instrument HPLC-TOF/MS
est négatif, opérant avec le gaz de nitrogen a une température de 325°C et un débit de 10 L

1

min~, un nébuliseur de 2,76 bars, un voltage capillaire de 4000 V et un voltage de

fragmentation de 175 V. La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a 254 nm.

I1. 3. Etude toxicologique

Afin d’évaluer tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il est nécessaire
de tester la toxicité des extraits des trois plantes étudiées. Dans la présente étude, les lignes
directrices pour les essais des produits chimiques de I'Organisation de Coopération et de
Développement Economiques (OCDE 425, 2008) ont été adoptées. Pratiquement, une dose de

2 g/kg de chaque extrait des trois plantes a été testée sur des lots de cing souris de poids
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homogéne. Les souris sont réparties en 4 lots comme suit: Lot 1 (Placebo), Lot 2 (souris
ayant requ 2 g/kg d’E.Met de H. cheirifolia), Lot 3 (souris ayant recu 2 g/kg d’E.Met de
C.salvifolius), Lot 4 (souris ayant recu 2 g/kg d’E.Met de G.alypum). Les doses sont
administrées per os (dose unique) et par voie orale. Les souris du groupe placebo ont recu un
méme volume (10 ml/kg) d’eau distillée. Afin d'établir des classes de toxicité (Tableau 3)
pour les extraits des trois plantes qui n’ont pas montré de signes de toxicité ni un tét de
mortalité a une dose de 2 g/ kg, une autre dose unique de 5 g/kg a été administré par voie
orale a un groupe de 5 souris pour chaque plante et de la méme facon. Les lots de souris ont
été mis en observation individuelle afin de détecter les différentes perturbations
comportementales et physiologiques des animaux en comparaison avec celui du groupe non
traité, (agitation, covulsions, anoréxie, paralysie partielle, asthénie, diarrhée et mort) pendant
les 4 heures qui ont suivi les traitements puis réguliérement durant les premieres 24 et 48 h et
quotidiennement par la suite pendant 14 jours pour permettre d’enregistrer les effets tardifs y
compris le nombre de mortalité. Afin de suivre 1’évolution corporelle des souris le long de
I’expérimentation, leurs poids sont déterminés avant et aprés une semaine de traitement et 24

heures avant le sacrifice.

Tableau 3. Classes de toxicité selon 1’échelle de Diezi (1989) chez les souris de laboratoire

DL orale Indice de toxicité

DLso <5 mg/kg tres toxique

5 mg/kg < DLsp < 500 mg/kg Toxique

500 mg/kg < DLsp < 5000 mg/kg faiblement toxique

DLso > 5000 mg/kg non toxique (inoffensive)

I1. 3. 1. Détermination de la DL

Pour les plantes qui ont provoqué un taux de mortalité lors de ’essai limite a 2 g/kg, la
DLs est déterminé selon le protocole expérimental décrit par OCDE 425 (2008) et Litchfield
et Wilcoxon (1949). La toxicité aigué a été évaluée chez des souris, préalablement mis a jeun
pendant 16 heures. Les animaux ont été randomisés par groupe de huit souris males et
femelles pour chaque dose. Cing lots sont traités par voie orale chacun par une dose unique de
I'extrait méthanolique de Cistus salvifolius: 55, 175, 550, 1750, et 2000 mg/kg de poids

corporel. Les souris du groupe témoin ont regu un méme volume (10 ml/Kg) d’eau distillée.
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Les souris traitées sont surveillées jusqu’a 14 jours pour enregistrer les effets toxiques, y
compris le nombre de morts.

La DLso a éte déterminé selon deux méthodes de Miler et Tainter (1944) et I’analyse par la
méthode de probits (méthode des moindres carrés) en utilisant le logiciel Bio stat
professionnel 3.2/2007 (EI Allaoui et al., 2011).

11. 3. 2. Examen biochimique

Au 14%m jour de I’expérience, les souris ont été sacrifiées afin de récupérer le sang pour
des analyses biochimiques et les organes pour des analyses cytologiques.

Le sang récupéré dans des tubes héparinés est soumis a une centrifugation a 4000 rpm
pendant 5 min a 4°C. Le plasma obtenu est aliquoté et conservé a froid afin de doser le
glucose, créatinine, cholestérol total, triglycérides totaux, transaminase glutamate oxolo-
acétate, transaminase glutamate pyruvate et phosphatase alcaline. Le dosage est effectué a
I’aide d’un automate Beckman Coulter Synchro CX-9 Clinical System ALX.

11. 3. 3. Examen histologique

Les foies et les reins sont récupérés, pesés puis preservés dans le formol 10% pendant une
semaine, pour réaliser les coupes histologiques. Les différents organes sont coupés en petits
morceaux puis déshydratés par passage dans trois bains successifs d’éthanol (70-75° ,90-95°
et 100°) pendant 30 minutes. Ensuite, ils sont éclaircis pendant 20 min dans deux bains de
toluéne et finalement inclus dans deux bains de paraffine pendant deux heures a 1’aide d’un
automate (LEICA RM 1160). Les blocs de paraffine sont coupées par microtome (LEICA RM
2145), les coupes obtenues de Sum d’épaisseur sont étalées sur des lames et séchés pendant

une heure a 37°C, rehydratées et colorées a I’hématoxyline-€osine.

I1.4. Activite anti-inflammatoire in vivo
11.4.1. (Edéme de I’oreille induit par I’huile de croton chez la souris

L’effet anti-cedémateux des extraits aqueux et méthanolique des feuilles a été évalué en
utilisant 1’cedéme de 1’oreille induit par 1’huile de croton (Manga et al., 2004). Afin de
provoquer une inflammation cutanée, les souris recoivent sur la face interne de I’oreille droite
15 pl d’une solution acétone-eau (1:1) contenant 80 pug d’huile de croton comme agent
irritant. Les souris traitees recoivent localement 2 mg/oreille d’E. Aq, 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
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I’inflammation (Delaporte et al., 2004). La différence de 1’épaisseur avant et aprés
I’application de I’agent phlogogénique est calculée. Le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme
est défini par rapport au groupe témoin (qui recoit la solution de I’huile de croton et non
traité) selon la formule suivante :

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 traite.

I1.4.2. (Edéme de la patte induit par la carragénine chez le rat

L'inflammation aigue a été provoquee par l'injection de 0,1 ml de carragénine (1%) sous
I'aponévrose plantaire de la patte postérieure droite du rat (Winter et al., 1962). Une heure
avant I’induction de I’cedéme, les rats traités regoivent oralement 200 ou 400 mg/kg de I’E.Aq
ou de I’E.Met des feuilles de Hertia cheirifolia, Cistus salvifolius et Globularia alypum.
L'aspirine (100 mg/kg) est utilisé comme anti-inflammatoire de référence. Le volume des
pattes enflammées est mesuré a l’aide d’un pléthysmometre (Ugo Basile, Italie) avant
'administration de la carragénine et 30 min apres traitement, puis chaque heure jusqu’a 6 h.
Le pourcentage d'inhibition de I’cedéme est défini par rapport au groupe témoin selon la
formule :
% d’inhibition = (A Témoin — A Traité/A Témoin) x 100

A Témoin: moyenne de volume pour le groupe témoin.

IT .4.3. Poche d’air

La poche d’air est réalisée selon la méthode décrite par Toby (2003). Les souris sont
anesthésiées, puis une poche d’air dorsale est formée dans la région intra scapulaire par
I’injection sous-cutanée de 3 ml d’air stérile. Trois jours plus tard, la poche est regonflée par
I’injection de 1.5 ml d’air stérile. Cette opération est répétée le sixieme jour pour assurer la
formation de la poche d’air. Sept jours aprés 1’injection initiale d’air, 0.1 ml de A-carragenine
(1%) est injectée dans la cavité de la poche d’air pour induire une inflammation. Une heure
apres I’induction de I’inflammation, les souris recoivent par injection I’extrait (1 mg/poche)
ou I’indométacine (0.15 mg/poche) et sont sacrifiées par dislocation cervicale 4 h aprés le
traitement. Ensuite, 1 ml d’eau physiologique est inject¢ dans la poche, aprés un léger
massage, une incision est efectuée et I’exsudat de la poche est récupéré. Afin de déterminer le
nombre de leucocytes ayant migrées vers la poche d’air, une dilution au 1/10 de I’exsudat est

réalisée par la solution Turk. Le comptage des PMNs est effectu¢ a I’aide d’une cellule
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Thoma avec un objectif X 40. Le pourcentage d’inhibition de I’inflammation est calculé par
la comparaison de pourcentage d’infiltration leucocytaire chez les souris des groupes traités
avec celui du groupe témoin considéré comme 100% d’activation selon la formule suivante:
% d’inhibition= [(Nombre de PMNs du groupe témoin - Nombre de PMNs du groupe
traité)/ Nombre PMNs de groupe témoin] x 100

11.4.4. Granulome au pellet de coton

Les rats sont anesthésiés 1égerement avec 1’érithan (20%, W/V). L'arriere peau de chaque rat
a été rasée au niveau axillaire (creux de I’aisselle) et désinfecté avec I'éthanol 70 %. Une
incision a été faite dans les deux régions axillaires de chaque rat en utilisant une lame de
bistouri, puis en utilisant des forceps émoussés, des tunnels sous-cutanés ont été formés. Un
pellet de coton de 15 mg stérilisé a été implanté dans la fosse axillaire de chaque rat (Ismail et
al., 1997). Les groupes de rats traités recoivent, par voie orale une fois par jour pendant 7 jours
consecutifs, 200 mg/kg d’E. Met, E.Aq ou 100 mg/kg du dexaméthasone. Le groupe témoin

recoit uniquement de 1’eau distillée. Au 8°™°

jour, les rats sont sacrifiés et le sang est récupéré
dans des tubes héparinés, la rate de chaque rat est récupérée puis pesée et les deux pellets de
coton sont retirés puis pesés et séchés a 1I’étuve a 50°C pendant 24 h jusqu'a un poids constant et
ils sont ensuite repesés. Le pourcentage d’inhibition du granulome est calculé selon la formule
suivante:

% d’Inhibition = [(Poids des pellets du groupe témoin - Poids des pellets du groupe traite)/

Poids des pellets du groupe témoin] x 100

I1.4.5. Détermination de P’activité cicatrisante

L’effet cicatrisant des E.Met et E.Aq des trois plantes sur des plaies expérimentales est
déterminé selon Kodati et al., (2011). Au début de I’expérience, la peau saine des rats a été
préparee en éliminant tous le pelage. Les extraits ont été préparés dans la vaseline a une
concentration de 5% (w/w). Le Mycocide® (0.25%, W/W) est utilisé comme standard. Les
rats ont été anesthésiés par une injection intra-péritonéale de 1 ml de 1’uréthane 20% (W/V).
Des plaies circulaires de 300 mm? ont été réalisées au niveau dorsal et désinfectées avant
I’application de la pommade. Les animaux sont traités une fois par jour avec une quantité
précise de la pommade (environ 0.4 g). Le groupe témoin ne recoit que de la vaseline. Les
mesures des plaies ont été faites tous les trois jours jusqu’a la guérison compléte (15 jours).

L’aspect, la couleur et 1’odeur des plaies ont été¢ surveillés pendant toute la durée du
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traitement. Le pourcentage de diminution ou rétrécissement des plaies est calculé selon la
formule suivante:

% de diminution = (surface de la plaie M J; - surface de la plaie M J,/surface de la plaie M J;)
x 100

M J;, Mesure au premier jour

M J, : Mesure au n™ jour

11.4.6. Détermination de P’activité analgésique
11.4.6.1. Test de contorsion dorso-abdominale (Test de torsion)

L’activité antalgique vis a vis de la douleur provoquée par ’acide acétique est évaluée
selon la méthode décrite par Koster et al. (1959). Les souris sont reparties en 16ts de 6 souris.
Le premier lot est utilisé comme témoin et recoit par voie orale du NaCl physiologique (10
ml/kg) et les autres I6ts recoivent par voie orale une dose unique de 200 mg, 400 mg
d’extraits/kg ou 100 mg/kg d’aspirine comme référence. Un volume de 10 ml/kg d’acide
acetique a 0.6 % est ensuite injecté par voie intra péritonéale. Le syndrome douloureux
caractérisé par des mouvements d’étirement des pattes postérieures et de torsions de la
musculature dorso-abdominale a été suivi en comptant le nombre de torsions pour chaque
souris chaque 5 minutes au cours des 30 minutes apres 1’injection de 1’acide acétique.
L’activité antalgique est exprimée en pourcentage d’inhibition de la douleur. La moyenne des
inhibitions des groupes traités par les extraits et I’aspirine a été comparée avec celle du groupe
témoin. Le pourcentage d’inhibition de la douleur est calcul€ selon la formule suivante:

Inhibition (%) = (Mc — Mt/ Mc) x100
Mc: moyenne du nombre de contorsions des souris du |6t contrdle non traite.

Mt: moyenne du nombre de contorsion des souris du 16t traité.

11.4.6.2. Test du formaldehyde

L’effet antalgique des E.Met et E.Aq vis a vis de la douleur provoquée par le formaldéhyde
a été déterminé selon la méthode décrite par Shibata et al. (1989) modifiée par Mbagwu et al.,
(2007). Les souris sont reparties en 16ts de 6 souris chacun et sont soumis a jeun pendant une
nuit. Le premier 16t est utilisé comme témoin et recoit du NaCl physiologique (10 ml/kg) et
les 2 autres 16ts regoivent par voie orale une dose unique de 200 mg, 400 mg d’extraits/kg. Le
dernier 16t recgoit de la morphine (utilisée comme référence) par voie intra péritonéale a la
dose de 10 mg/kg, Une heure apres l'administration des extraits ou 30 min apres

I’administration de la morphine, 20 pL. du formaldéhyde (1%) sont injectés sous le coussinet
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plantaire de la patte postérieure droite de chaque souris. Les animaux sont placés dans une
enceinte qui permet d’observer la patte traitée et I’effet anti nociceptif est déterminé en deux
phases. La premiére phase de 0 a 5 min et la seconde de 15 a 30 minutes. Le temps (en
secondes) passé a lécher et & mordre la patte injectée (temps de réaction indicative de la
douleur) a été enregistré pour chaque animal dans les deux phases. Le pourcentage

d'inhibition de la douleur est calculé selon la formule suivante:

% inhibition = [(Temps de réaction du groupe témoin) - (Temps de réaction du groupe
traité)/(Tempsde réaction du groupe témoin)] x 100

I1.5. Activité anti-inflammatoire in vitro
11.5.1. Production des cytokines
11.5.1.1. Isolement des monocytes périphériques du sang

Les monocytes périphériques sont isolées selon la méthode décrite par Amro et al., (2013).
Le sang veineux est prélevé dans des tubes héparinés (Becton Dickinso. MountainView,
Calif) puis dilu¢ (1:1, V/V) avec du milieu RPMI 1640 et mélangé a 1’aide d’une pipette
stérile. Le mélange est ensuite transféré delicatement dans un tube stérile contenant du Ficoll,
suivi d’une centrifugation a 1250 rpm pendant 20 min. Les cellules mononucléaires
(Lymphocytes et macrophages) restent a I’interphase formant un anneau limpide, tandis que
les autres types de cellules précipitent. Les cellules mononucléaires sont aspirées a 1’aide
d’une pipette pasteur stérile puis transférées dans un tube stérile et centrifugées a 1480 rpm
pendant 5 minutes. Cette étape est répétée deux fois. Apres la derniére centrifugation, les
cellules sont récupérées dans 9 ml de RPMI et conservées & une concentration de 2 x 10°
cellules/ml dans un bain de glace. Lors de son utilisation, la suspension cellulaire est
centrifugée a 1480 rpm pendant 5 min, puis les cellules sont récupérées dans du RPMI a la
concentration choisie (Figure 20). Afin de déterminer le nombre des monocytes obtenus, 50
pl de la suspension cellulaire sont rigoureusement mélangés avec 50 pl de bleu trypan, puis le

nombre est déterminé a 1’aide d’une cellule de Thoma.

11.5.1.2. Culture cellulaire et dosage des cytokines

Les cellules (2 x 10° cellules/ml) sont ensemencées dans des plaques de 24 puits dans le
milieu RPMI 1640 contenant 10% de serum de veau feetal, tampon HEPES (10 mM), L-
glutamine (2 mM), Gentamicin (50 pg/ml), Penicillin (100 U/ml) et la streptomycine sulphate
(100 mg/ml). Les monocytes traités pendant 30 min par les E.Met et les E.Aq A différentes
concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ml) ou non traités (contréle) sont stimulées par 5 pg/ml de
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Concavalin A. Apreés, elles s sont incubées dans une étuve a atmosphere humide a 37°C et
5% de CO..
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Figure 20. Principales étapes d’isolement de PBMCs a partir de sang humain
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(Apres une nuit d’incubation, les surnageants ont été récupérés et une gamme d’étalonnage a
été réalisée avec chacun des TNF-a, IL-1B, IL-8 et I’IFNy. La quantité de chaque cytokine
libérée a été déterminée par ELISA suivant le protocole décrit par le fabriquant (eBioscience.

San. Diego, CA) et exprimée en pg/200 ul de surnageant.

11.5.2. Inhibition de la dénaturation des protéines

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits méthanoliques et aqueux des trois plantes
étudiées a été évaluée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines décrite
par Lavanya et al. (2010). Briéevement, 0.45 ml de la solution aqueuse d’albumine du sérum
bovin (BSA) a 5 % est ajoutée a 0.05 ml de chaque extrait aqueux ou méthanolique (500
pg/ml) ou de Diclofénac sodique comme anti-inflammatoire de référence avec la méme
concentration. Le contrdle est composé de 0.45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 % et 0.05
ml d’eau distillée. Les pH de toutes les solutions citées sont ajustés a 6.3, puis sont incubées a
37°C pendant 20 min. Ensuite, la température est augmentée a 57°C pendant 3 min, suivie
d’un refroidissement. Un volume de 2.5 ml de la solution saline tampon phosphate (pH 6.3)
est ajouté aux solutions.
L’absorbance (A) est lue a 420 nm et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des
protéines est calculé comme suit:
% d’inhibition = 100 — (A du contrble — A de la solution test) x 100/(A du contréle)

11.5.3. Stabilité membranaire des érythrocytes humains

La capacité des éxtraits méthanoliques et aqueux a protéger la membrane des érythrocytes
humains contre I’hémolyse induite par le milieu hypotonique est évaluée selon la methode
décrite par Debnath et al. (2013). Brievement, 100 uL de la suspension érythrocytaire diluée a
10% dans un milieu isotonique (tampon phosphate 10 mM, pH=7.4, 154 mM NaCl) sont
ajoutés a 1 ml de chaque extraits a différentes concentrations (0.5, 1, 2, 3 mg/ml) dissous dans
un milieu hypotonique (10 mM tampon phosphate, pH=7.4, 50 mM NaCl) ou 1 ml d’aspirine
(0.1 mg/ml) qui est utilis¢é comme référence. Le controle considéré comme 100% d’hémolyse
contient la suspension érythrocytaire avec le milieu hypotonique seul. Apres incubation
pendant 10 minutes a température ambiante, une centrifugation est effectuée a 3000 rpm a
4°C pendant 10 minutes. L’absorbance du surnageant récupéré est lue a 450 nm. Le
pourcentage d’inhibition d’hémolyse est calculé selon la formule suivante:
% d’inhibition = 100 x (A; — Ay A;

A;= L’absorbance du contrdle négatif
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A,=L’absorbance de I’extrait ou I’aspirine

11.6. Activite antioxydante
11.6.1. Activité anti-radicalaire

L’activité anti-radicalaire des extraits méthanoliques et aqueux a été évaluée par le test de
DPPH (Que et al., 2006). Le DPPH (diphényl picryl-hydrayl) est un radical libre stable
caractérisé par une couleur violette en solution dans le méthanol. Dans ce test les antioxydants
réduisent le DPPH ayant une couleur violette en diphényl picryl-hydrazine, de couleur
jaunatre dont l'intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu.
Pratiquement, 1 ml d’extrait a différentes concentrations (2-500 pg/ml) sont mis dans 1 ml de
solution méthanolique de DPPH (0.1 mM). Le mélange est incubé a 1’obscurité pendant 30
minutes et la décoloration par rapport au contrdle contenant uniquement la solution du radical
DPPH est mesurée a 517 nm contre un blanc d’éthanol. Le BHT est utilisé comme
antioxydant standard. L’activité anti-radicalaire est déterminée selon 1’équation suivante :
Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100
Ac: absorbance du contrdle.
At: Absorbance du test.
La concentration ayant la capacité de piéger 50% du radical DPPH (ICs) est déterminée.

I1.6.2. Chélation du fer ferreux

La capacité chélatrice des des extraits méthanoliques et aqueux a €té évaluée selon la
méthode décrite par Le et al., (2007). Un volume de 700 ul de solutions d’extraits a
différentes concentrations (5-200 pg) est mélangé avec 50 pl de FeCl; (0.6 mM). Aprés 5 min
d’incubation, 50 pl de ferrozine (5 mM) sont ajoutés au milieu réactionnel. Le mélange est
bien agité puis laisse réagir a température ambiante pendant 10 min, le temps nécessaire a la
complexation du fer résiduel et la formation d’un chromophore rouge (Fe(Il)-Ferrosine) ayant
un maximum d’absorption a 562 nm. L’EDTA est utilis¢ comme chélateur de référence. 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 1’échantillon a 562 nm.
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Les concentrations effectrives & 50% (ECs,) des deux extraits qui produisent 50% d’activité chélatrice

ont été calculées.

11.6.3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanoliques de H. cheirifolian, C. salvifolius
et G. alypum est determiné selon le protocole décrit par Rohit et al. (2012). Des solutions
d’extraits et d’antioxydant de référence a différentes concentrations (2.5-200 pg/ml) sont
initialement mélangées avec 2.5 ml du tampon phosphate (200 mM, pH 6.6) et 2.5 ml de
KsFe(CN)g a 1%. Aprés 20 min. d’incubation a 50°C, 2.5 ml de TCA (10%) sont ajoutés 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 d’ECsp est calculée a partir de la courbe de 1’absorbance en fonction de la

concentration de 1’échantillon.

11.6.4. Blanchiment du p-caroténe

La capaciteé de prévenir le blanchiment du p-caroténe par les extraits étudiés est déterminée
selon la méthode décrite par Tepe et al. (2011), qui est basée sur la capacité des extraits a
inhiber la formation des hydroperoxydes diéne conjugués durant 1’oxydation de 1’acide
linoléique. Brievement, 0.5 mg de B-caroténe dans 1 ml de chloroforme est mélangée avec 25
pl d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme est évaporé sous pression
réduite a 45°C, ensuite 100 ml d’eau distillée saturée en oxygene sont ajoutés et le mélange
obtenu est agité vigoureusement. Le milieu réactionnel contient 2.5 ml de 1’émulsion de B-
carotene/acide linoléique et 0.5 ml des solutions d’extraits (2 mg/ml) ou de I’antioxydant de
réference BHT. Le mélange est placé dans un bain-marie et incubé a 50°C pendant 2 heures.
L’oxydation de I’émulsion précédente est suivie par la mesure de 1’absorbance de chaque
¢échantillon juste apres sa préparation (t = 0 min) et a des intervalles de 15 min jusqu’a la fin
de ’expérience (t = 120 min) a 490 nm L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage
d’inhibition par rapport au contrdle selon I’équation suivante
Activité antioxydante (%) = [1- (Ato— Atizo) test/(Atg-Atizo) controle] x 100
Aty absorbance au temps t = 0.

Aty : absorbance au temps t = 120 min.
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11.6.5. Oxydation de ’ADN
1. SDS-PAGE

L’activité protectrice de I’ADN par les extraits contre 1’oxydation a été évaluée selon la
methode décrite par Kizil et al. (2011). L’endommagement de I'ADN a été testé par photolyse
de I’'H,O, avec des UV en présence d'ADN du plasmide pBluescript M13". L’ADN
plasmidique a été isolé a partir de la bactérie E. coli XL-1 Bleue par un kit Qiagene plasmid
miniprep (Annexe 1) puis oxidé par un traitement de H,O, + UV en présence de différentes
concentrations (100, 250, 350 et 500 pg/mL) des E.Met et E.Ag de H. cheirifolian, C.
salvifolius et G. alypum. L’endommagement de I’ADN est vérifié par éléctrophorese sur gel
d’agarose 1%. Briévement, les expériences ont été réalisées dans un volume de 10 pl dans un
tube de microcentrifugation contenant 200 ng d'ADN plasmidique dans un tampon phosphate
(7.14 mmol et14.29 mmol NaCl, pH 7.4), puis I’H,0O; estajouté a une concentration finale de
2.5 mmol/L, avec ou sans 1 ul d’E. Met ou E. Agq de chaque plante. Les réactions ont été
initiées par irradiation UV et se sont poursuivies pendant 5 minutes sur la surface d'un
transilluminateur UV avec une intensité de 8000 mW/cm? & 300 nm et & température
ambiante. Aprés irradiation, le mélange réactionnel (10 pl) avec un colorant de détection du
gel a été placé sur un gel d'agarose a 1% pour I'électrophorése. L'électrophorése a été réalisée
a 40 V pendant 3 h en présence de bromure d'é¢thidium (10 mg/mL). L’ADN plasmidique
pBluescript M13+ non traitée a été utilisé comme témoin dans chaque essai d’électrophorése
sur gel ou avec un traitement partiel (le traitement UV ou I’H,0, seulement). Le pourcentage
d'inhibition de la scission des brins d'ADN a été calculé comme suit:

% d’Inhibition = | — (Sp+a — Sc)/(Sm— S¢).
Sm+a représente le % restant d’ADN superenroulé aprés le traitement par UV + H,0; en
présence des extraits. S est le % restant d’ADN superenroulé dans le plasmide témoin non
traité. Sy, est le % restant d’ADN superenroulé traité avec I’'UV + H,0, en absence d’extraits.
2. Analyse densitométrique

Le gel contenant I’ADN plasmidique Bluescript M 13+ traité et non traité a été analysé en
utilisant un systeme de gel documentation (Gel- Doc - XR, BioRad, Hercules, CA, USA). Les
bandes sur les gels ont été quantifiées par un programme Série découverte Quantité (version
4.5.2 , BioRad Co.).
11.6.6. Oxydation des protéines
1. SDS-PAGE

La capacité protectrice des E. Met et E. Ag de H. cheirifolia, C. salvifolius et G. alypum

contre I'oxydation des protéines a été évaluée selon Kizil et al. (2011). Le BSA (1 mg/mL),
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utilisée comme modéle de protéine, a été dissous dans 20 mM de tampon phosphate de
potassium (pH 7.4), puis 50 uM de FeCls, 1 mM de H,0,, 100 uM d’acide ascorbique ont été
ajoutés au mélange réactionnel. Ce mélange a été incubé en présence ou en absence des E.
Met ou E. Aq des trois plantes (50-1000 pg/mL) dans un volume final de 1.2 ml pendant 3 h a
37°C, puis analyser par electrophorese-SDS sur gel de polyacrylamide 10% selon Laemmli,
(1970). Le gel de séparation constitué de 10% d’acrylamide et 2.74% de bis-acrylamide a été
préparé dans un tampon Tris-HCI (0.125 M, pH 6.8) contenant 0.1% de SDS (w/v) et
polymérisé par ajout de 0.042% deTEMED (V/V) et 0.1% de persulfate d’ammonium (w/v).
Le gel de concentration a été préparé de la méme maniere. Les échantillons ont été mélangés
avec des volumes égaux de tampon d'échantillon (Tris-HCI pH 6.8, 2% de SDS, 5% de 2-
mercaptoéthanol, 10% de saccharose et 0.002% de bleu de bromophénol). Le mélange est
ensuite porté a ébullition pendant 5 minutes, puis 5 pl de chaque échantillon ont été soumis a
une électrophorése SDS-PAGE. Le gel a été placé dans un réservoir BioRad et un tampon de
migration (25 mM Tris pH 8.3, 190 mM glycine , et 0.1% SDS) & une tension maximale de
25 m Amp, en utilisant une alimentation 1000/500 (uH/W™) (BioRad). Les protéines séparées
dans les gels ont été colorées dans une solution de bleu de Coomassie brillant R-250 (0.15%)
contenant 10% d’acide acétique, 45% de méthanol dans de 1’eau distillée, pendant 2 h puis
décolorées par une solution d’acide acétique (10%) et numériquement photographiés.
2. Analyse densitométrique

La densité de chaque bande, correspondant aux fragments de protéine a été estimée a l'aide
du systéme de documentation de gel (Gel- Doc - XR, BioRad, Hercules, CA, USA). Les
bandes sur les gels ont été quantifiées par Un programme Série découverte Quantité (version
4. 5. 2, BioRad Co.). La densité de chaque bande a été estimée et normalisée par rapport au

groupe témoin.

I1.7. Activité antimicrobienne
I1.7.1. Evaluation de P’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des E. Met et E. Aq de H. cheirifolia, C. salvifolius et G. alypum
a été évaluée par la technique de diffusion sur 1’agar (Falleh et al., 2008), vis-a-vis de 6
souches bacteriennes 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 especes bactériennes
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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 1’eau 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 a ensemencer de nouvelles boites de Pétri 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 ul d’E. Aq ou E. Met puis placés sur les boites.
Les disques des controles négatifs sont imprégnés d’eau distillée. Des disques standards
contenant 1’antibiotique de référence (Amoxicilline) sont utilisés. Les boites de Pétri sont
incubées a 37°C pendant 24h. L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le
diametre de la zone d’inhibition exercée par les différentes concentrations des différents
extraits autour des disques.
I1.7.2. Evaluation de P’activité antifongique

L’activité antifongique des extraits a été¢ déterminée par la méthode de diffusion en milieu
gélosé selon Sacchetti et al. (2005). Les cultures meres ont été développées sur une gélose
appropriée (Sabouraud avec chloramphénicol), afin d’inhiber la croissance des éléments de la
flore bactérienne contaminante et d'atteindre la phase stationnaire de la croissance. Les
disques stériles imprégnés de 15 pl/disque de différentes concentrations d’extraits (200 et 300
pg/ml) sont déposes stérilement sur la gélose Sabouraud, ensemencée au préalable par la
suspension microbienne (2.10° spores/ml) correspondant & une absorbance de 0.15-0.17 & 530
nm pour les champignons et 10° pour les levures (Yazdani et al., 2012). Les levures ont été
incubées 48 h a 37 °C, tandis que les champignons ont été incubé 7 jours a 27 °C. Des
témoins de Clotrimazon a 50 pg et le DMSO ont été réalisés (référence et témoin négatif
respectivement). L’activité antifongique a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone
d’inhibition, déterminé pour les différentes concentrations des différents extraits.
11.9. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + SD, et en moyenne +
SEM pour les tests in vivo. L’analyse statistique a été réalisée a ’aide du logiciel GraphPad
Prism 5 Demo. Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont
faites par le test ANOVA univarié suivi du test de Tukey ou Dunett. Les différences sont

considérées statistiguement significatives au seuil de 0.05 (p < 0.05).
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RESULTATS
I. Analyses phytochimiques

I.1. Extraction et dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tannins

Apres extraction hydro-alcoolique et aqueuse, des poudres fines hygroscopiques de
couleur brune sont obtenus. L’E.Met et I’'E.Aq de G. alypum représentent le rendement le plus
élevé (37.87 £ 3.34% et 30.05 £ 2.06% respectivement). Le rendement des extraits de H.
cheirifolia sont proches, tandis que ceux de C. salvifolius sont différents. Les rendements des
extraits méthanoliques des trois plantes sont relativement plus élevés que ceux des extraits
aqueux (Tableau 4).

Le dosage des polyphénols totaux montre que I’E.Met et ’E.Aq de C. salvifolius
renferment la plus grande quantité de polyphenols totaux avec 414.70 + 0.01 et 291.48 + 0.08
png EAG/mg d’extrait respectivement suivi dans 1’ordre par I’E.Met de G. alypum, I’E.Aq de
G. alypum, ’E.Met de H. cheirifolia et finalement ’E.Aq de H. cheirifolia (Figure 21).

L’E.Met de C. salvifolius représente également ’extrait le plus riche en flavonoides
avec une teneur de 14.13 + 0.025 pg EQ/mg E, soit 1.5 fois supérieur a celles trouvées dans
I’E.Met et ’E.Aq de G. alypum et environ 3.5 fois supérieur a celles de I’E.Aq de C.
salvifolius, I’E.Met et I’E.Aq de H. cheirifolia (Tableau 4).

Le dosage des tannins a montré que ’acide tannique induit une précipitation totale de
I’hémoglobine a une concentration de 550 pg/ml. A 0.5 mg/ml, I’E.Met et ’E.Aq de C.
salvifolius représentent les effets tannants les plus élevés de 'ordre de 82% et 73%
respectivement, tandis que a 4 mg/ml, I’effet tannant de 1’E.Met de H. cheirifolia est de
75.93% suivi par I’E.Met de G. alypum 57%, I’E.Aq de G. alypum (49.68%), et finalement
I’E.Aq de H. cheirifolia (48.56%).

1.2. Détermination des pigments liposolubles

Les résultats obtenus montrent une richesse de I’E.Aq de H. cheirifolia en p-caroténe,
lycopéne et en chlorophyle a et b suivi par I’E.Met de H. cheirifolia et I’E.Met de G. alypum.

Les autres extraits ont montré des quantités faibles en ces molécules (Figure 22).

1.3. Dosage des alcaloides

La teneur en alcaloides des E.Met et E.Aq des trois plantes varient de 4.74 a 6.05

pg/mg (Tableau 5). L’E.Met de G. alypum contient plus d’alcaloides que les autres extraits.
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Tableau 4. Rendements d’extraction et teneurs de I’E. Met et E .Aq de H. cheirifolia (HC), G. alypum

(GA) et C. salvifolius (CS) en polyphénols totaux, flavonoides et tannins.

Plante | Extraits Bruts | Rendement Polyphénols | Flavonoides Tannins
d’extraction | (ug EAG/mg | (ug EQ/mg | (ng EAT/mg
(%) d’extrait) d’extrait) d’extrait)
E. Aq 17.18+2.72 |54.28+1.64 3.48 £1.23 33.32 £ 0.06
HC
E. Met 19.3+£3.43 89.44 + 6.68 3.99+1.35 79.00 £ 0.025
E. Aq 945+21 291.48 +£0.08 |4.85+0.038 | 278.31+0.014
CS
E. Met 1742+156 |41470+0.01 |14.13+0.025 | 374.56 £ 0.04
E. Aq 30.05+2.06 |173.11+13.85|10.85+1.92 |13.43+0.025
GA E. Met 37.85+3.34 |185.05+256 |9.30+1.71 31.86 £ 0.014
Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
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Figure 21. Contenu en composé phénoliques des E.Met et E.Aq de H. cheirifolia (HC), G. alypum
(GA) et C. salvifolius (CS). TP: Teneurs en polyphenols totaux; TF: Teneurs en
flavonoides ; TT: Teneurs en tanins
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Figure 22. Contenu en pigments liposolubles des E.Met et E.Aq de H. cheirifolia (HC),
G. alypum (GA) et C. salvifolius (CS).

Tableau 5. Teneurs total en alcaloides des E.Met et E.Aq de H. cheirifolia, G. alypum et C.

salvifolius.exprimée en équivalent milligramme d’atropine (ng EA/mg d’extrait).

Plante Extrait Alcaloides (ug EA/Q)
H.cheirifolia E.Met 5.14 £0.12

E.Aq 474 +0.14
G. alypum E.Met 6.05+0.04

E.Aq 5.53+0.16
C.salvifolius E.Met 5.51 +0.07

E.Aq 4.89 £ 0.04

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
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1.4. Caractérisation phytochimique par HPLC/Tof-MS

La comparaison des temps de rétention des composés de ’E.Aq et ’E.Met de G.

alypum avec ceux des différents standards a permis de suspecter la présence de 14 composés

phénoliques. Il s’agit de 5 acides phenols (acide gentisique, acide 4-hydroxybenzoique, acide

vanillique, acide cinnamique et I’acide P-coumarique) et 9 flavonoides (catechine, rutine,

scutellarine, quercetin-3-p-D-glucoside, naringine, diosmine, hesperidine, neohesperidine et la

morine), 1’acide protocatechuique n’est détecté que dans ’extrait aqueux (Tableau 6 et

Figure 23).

Tableau 6. Composés phénoliques identifiés par HPLC/TOFMS dans I’E.Met et I’E.Aq de G. alypum

(GA), Cistus salivifolius (CS) et Hertia cherifolia (HC).

TR (min) mg/Kg de GA mg/Kg de CS mg/Kg de HC
Composés phénoliques E.Met | E.Aq E.Met | E.Aq E.Met | E.Aq
Acide 4-hydroxybenzoigue 6.16 3.46 14.64 3.88 - 3.96 -
Acide protocatechuique 6.43 - 39.53 | 19.96 8.86 - -
Acide P-coumarique 9.99 8.33 13.74 - - 25.09 | 13.74
Acide vanilligue 8.14 25.26 | 19.00 - - - -
Acide galligue 2.06 - - 122.26 | 383.20 - -
Acide Gentisique 4.38 21.39 | 2331 | 45.46 | 18.31 - -
Acide cinnamique 15.76 137.77 | 213.16 | 66.52 - 94.90 -
Acide ferullique 11.16 - - 9.12 - 27.23 -
Acide chlorogenique 6.01 - - - - 1.72 383.20
Rutine 9.52 275.24 | 234.43 | 211.25 | 45.95 | 713.44 | 45.95
Catechine 5.23 30.99 | 25.67 899 143.15 - -
Scutellarin 9.66 221.77 | 7.96 - - - -
Quercetin-3-B-D-glucoside 10.06 39.07 | 347.38 - - - -
Naringine 10.59 1754 | 177.74 - - - -
Apeginine-7-glucoside 8.90 - - 11.69 - - -
Diosmine 10.95 381.42 | 233.97 - - - -
Hesperidine 10.95 0.64 2.87 - - - -
Neohesperidine 11.85 38.09 | 11.54 - - - -
Morine 12.66 32.11 | 25.33 - - - -

RT : temps de rétention.
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Figure 23. Profils chromatographiques de I’E.Met (A) et ’'E.Aq (B) de G. alypum obtenus par HPLC-
TOF-MS.



Résultats 75

Les résultats de I’analyse des E.Aq et E.Met de C. salvifolius révélent la présence
d’acides phénoliques et de flavonoides. Les conditions de séparation utilisées ont permis
d’obtenir des chromatogrammes bien résolus (Figure 24). Neuf composés phénoliques sont
identifiés dans I’E.Aq et E.Met. Les deux extraits possédent trois acides phénols (I’acide
gallique, acide gentisique et acide protochatechuique) en trés grande quantité, tandis que
I’acide cinnamique et 1’acide 4-hydroxy benzoique et I’acide furillique ont été détecté
seulement dans I’extrait methanolique. Parmi les flavonoides détectés dans les deux extraits il
y’a la rutine et la catechine, par contre 1’apegenine-7-glucoside n’est détecté que dans 1’extrait
méthanolique (Tableau 6).

L’analyse des E.Met et E.Aq de H. cheirifolia révéle la présence des acides
phénoliques et des flavonoides dans les deux extraits. Les profils HPLC/TOF-MS
apparaissent assez proches (Figure 25). L’E.Aq et I’E.Met contiennent I’acide chlorogénique,
I’acide P-coumarique, tandis que I’acide ferullique, I’acide 4-hydroxybenzoique et 1’acide
cinnamique ne sont détectées que dans 1’extrait méthanolique. La rutine est détectée comme
étant le flavonoide majeur et unique des deux extraits aqueux et méthanolique, avec une

teneur de 713.44 et 45.95 mg/Kg de plante respectivement (Tableau 6).

I1. Etude de la toxicité aigue

L’¢étude de la toxicité aigue chez des souris a montré que 1’administration orale de
2000 mg/Kg des extraits de H. cheirifolia, et G. alypum ne provoque aucun signe
d’intoxication ni de mortalité pendant les 14 jours d’observation. Par contre, apres
I'administration de I'extrait méthanolique de C. salvifolius aux souris, une augmentation
réguliére des signes d'intoxications et de mortalité (3 souris mortes sur un nombre total de 5) a

été observée en relation avec la dose administrée.

11.1. Estimation de la DLxg

Aucun signe de toxicité ni de mortalité n’a été observé avec les extraits de deux
plantes (H. cheirifolia et G. alypum). Par conséquent, les deux extraits de ces plantes semblent
étre non toxique jusqu’a la dose de 5000 mg/Kg.

Cependant, aprés quelques minutes de ’administration par voie orale de doses
croissantes de C. salvifolius (55, 175, 550, 1750 et 2000 mg/kg pc) et surtout pendant les

premiers six heures d’observation, un manque d’appétit, des difficultés motrices, une dyspnée
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Figure 24. Profil chromatographique de I’E.Met (A) et ’E.Aq (B) de C. salvifolius obtenu par HPLC-
TOF-MS.
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Figure 25. Profil chromatographique de I’E.Met (A) et I’E.Aq (B) de H. cheirifolia obtenu par
HPLC-TOF-MS.
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ainsi qu’un taux de mortalité ont été notés avec la dose 2000 mg/kg pc, mais des signes plus
ou moins grave tels que 1’isolement, la perte d’appétit et une faible activité ont été observés

2eme

avec les autres doses. Les signes observés ont disparus vers le jour et non pas été
reconstatés pendant les 12 jours restants. La dose de 2000 mg/kg pc a provoqué la mort de 6
souris sur 8 souris. Apres 5-6 h d'administration de 1’extrait, deux souris femelles sont mortes
suite a des signes graves d'intoxication (respiration presque coupée, perte d'équilibre,
contractions musculaires, une paralysie partielle). Trois jours apres, la mort de 3 autres souris
males a été enregistrée. Apreés neuf jours, une troisieme femelle est morte. Le pourcentage de

mortalité est de 75% pour la dose de 2000 mg/kg (Tableau 7).

Tableau 7. Taux de mortalité des souris traitées par I’E.Met de C. salvifolius

Taux de mortalité par lot
Lots constitues 1 2 3 4 5 6
Substance gavées eau extrait extrait extrait extrait extrait
Dose (mg/kg) PC 0.5 ml/25g 55 175 550 1750 2000
Nombre de souris 8 8 8 8 8 8
Nombre de souris mortes 0 0 0 0 0 6
Mortalités (%) 0 0 0 0 0 75

La DLsy de C. salvifolius déterminé par la méthode de probits-méthode des moindres

carrés, est de I’ordre de 184555 * 41.37 mg/kg, elle est représentée dans la courbe
dose/réponse (Figure 26). La valeur de la plus faible concentration Iétale (LCL) est de 867.14
mg/kg et celle de la plus forte concentration létale (UCL) est de 2823.96 mg/kg (Tableau 8).
D’aprés la classification de Diezi (1989), I’extrait méthanolique de Cistus salvifolius est

faiblement toxique car la DLsg est incluse entre 500 mg/kg < DLsg < 5000 mg/kg.
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Figure 26. Courbe dose-réponse chez les souris traitées par 1’extrait méthanolique de C.

salvifolius

Tableau 8. Détermination des différentes doses létales (DL) de I’E.Met de C. salvifolius chez les

souris par la méthode de probits des moindres carrés (distribution normale).

DL Dose (mg/kg)
DL 10 784.86

DL 15 1018.01

DL 50 1845.55

DL 85 2673.09

DL 90 2906.23

DL 100 3086.86

11.2. Evolution pondérale

Le suivi de la variation de la masse corporelle des animaux au cours de I'expérience de
la toxicité aigué par I'extrait méthanolique de C. salvifolius (Figure 27), n’a démontré aucun
changement significatif durant les 14 jours du traitement dans tous les groupes par rapport au
témoin.

L'examen macroscopique des différents organes prélevés, a montré que la taille et la
forme sont normales, par contre une certaine augmentation non significative dans la masse
relative des riens et de 1’estomac et une diminution de la masse relative du foie et de la rate

chez les deux sexes traités par rapport aux temoins ont été enregistrés (Figure 28).
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Figure 27. Evolution pondérale des souris durant les 14 jours de toxicité aigue.
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Figure 28. Masses relatives des organes des souris traités avec différentes doses d’E.Met de C.

salvifolius. Les valeurs représentent les moyennes = SEM (n = 8).
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I1.3. Effets de D’extrait méthanolique de C. salvifolius sur quelques

parametres biochimiques

Les souris traitées par différentes doses de I’E.Met de C. salvifolius ne manifestent
aucun changement significatif des parameétres sériques pendant les 14 jours de traitement
(Tableau 9).

Tableau 9. Effet de I’extrait méthanolique de C. salvifolius sur quelques paramétres biochimiques des

souris.

Parameétres Témoin 55 mg/kg 175 mg/kg 550 mg/kg | 1750 mg/kg | 2000 mg/kg
Cholestérol | 0.86 +0.05 0.85+0.04 0.92+0.04 0.93+0.04 | 0.8+0.06 | 0.9+0.05
Triglécérides | 0.84 + 0.07 0.75+0.05 0.84+0.07 0.92+0.03 | 0.8+0.05 0.6+0.03
PAL 91.14+9.56 | 83.42+12.58 | 80.14+18.03 | 94+6.07 96.5+18.5 | 85.5+9.25
ASAT 153.83+12.1 | 154.66 +2.35 | 156+17.56 162.4+8.98 | 165.6+14 230.5+35.7
ALAT 53.83+6.21 57.83+65 60+1.04 50.87+3.96 | 49+2.20 64+10.5
Creatinine 3.03+0.07 2.65+0.06 3.02+0.08 2.89+0.13 | 2.9+0.08 3.07+0.11
Glucose 1.29+0.07 1.06+0.01 1.27+0.12 1.40+0.03 | 1.3+0.08 1.40+0.02

Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM (n=8). PAL, phosphatase alcaline; ASAT, Aspartate

transaminase ; ALAT, Alanine amino transférase

I1.4. Effets de I’extrait methanolique de C. salvifolius sur I’histologie du

rein et du foie

Les coupes histologiques du rein n’ont pas montré de modifications de la structure par
rapport au groupe témoin. Cependant, une congestion vasculaire plus au moins importante
autour des vaisseaux de certaines souris traitées avec la dose 2000 mg/kg de C. salvifolius et
un infiltrat inflammatoire entre les tubes rénaux ont été observées (Figure 29).

Toutefois, 1’observation histologique du foie des souris traitées avec les doses 175,
550, 1750 et 2000 mg/kg a montré la présence d’infiltrats inflammatoires surtout avec la dose
2000 mg/kg. Les coupes des souris traitées avec les doses 550, 1750 et 2000 mg/kg ont
montré une péliose au niveau des vaisseaux sanguins et les hépatocytes ont augmentés de

taille et leur cytoplasme est clarifié, considérés comme en voie de destruction (Figure 30).
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Figure 29. Photomicrographies du rien des souris. (A) témoin, (B) traitée avec 2000 mg/kg, (FI) filtrat
inflammatoire, (CV) congestion vasculaire.

Figure 30. Photomicrographies d’une coupe du foie des souris. (A) témoin, (B) traitée par 2000
mg/kg, (BH) balonisation des hépatocytes, (FI) filtrat inflammatoire, (N) nécrose.
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I11. Activité anti-inflammatoire

I11.1. Activité anti-inflammatoire in vivo

I11.1.1. Effet des extraits sur ’cedéme de D’oreille induit par I’huile de croton chez la
souris

Les souris du groupe témoin ont développé au bout de 6 heures un cedéme d’oreille de 90
pum. Le traitement par 2 mg/oreille des de H. cheirifolia, C. salvifolius et G. alypum a induit
une atténuation tres significative, avec une épaisseur de 10 um a 20 um seulement. Les taux
d’inhibition exercés par ces extraits des 3 plantes sont trés proches (78.7%, 77% et 79%
respectivement). De méme, Les extraits aqueux de ces mémes trois plantes ont exercé des
inhibitions similaires. Ces pourcentages d’inhibitions sont supérieurs a celui obtenu avec

I’indométacine (72%) utilisé comme anti-inflammatoire de référence (Figure 31).
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Figure 31. Effet de I’extrait aqueux (E. Aq) et méthanolique (E. Met) de H. cheirifolia (HC), C.
salvifolius (CS) et G. alypum (GA) sur I’cedéme de I’oreille. L’cedéme est induit par
application topique de 80 pg de I’huile de croton. Les souris sont traitées par 2 mg/oreille
d’E.Aq ou E.Met ou par 0.5 mg/oreille d’indométacine (IND). L’épaisseur de 1’oreille est
mesurée 6 heures aprés 1’induction de I’cedéme. Les valeurs représentent les moyennes +

SEM (n=8). *** : p < 0.001 vs témoin.
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1.1.2. Effet des extraits sur I’cedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat
L’injection sous-plantaire de la carragénine a provoqué un cedéme dont le maximum
du volume aprés 4 heures 1’induction de I’inflammation est de 1.05 = 0.30 ml, soit un taux
d’cedéme de 77 % (Figure 32). Les deux extraits de H. cheirifolia ont exercé des effets anti-
cedémateux d’une maniére dose-indépendante. En effet, le prétraitement des rats par I'E.Aq de
H. cheirifolia aux doses de 200 et 400 mg/kg prévient de fagon significative l'cedéme avec
29% et 56% d’inhibition successivement, tandis que ’E.Met a diminué 1’cedéme avec des
taux d’inhibition de 30% et 74% respectivement. Le prétraitement des rats par les mémes
doses de 1'E.Aq et I’E.Met de C. salvifolius prévient de fagon significative 1'ceedéme. Aprés 4
heures, les inhibitions exercées par I'E.Aq sont de 73% et 91% successivement et celles
exercées par I’E.Met sont de 67% et 86% respectivement elles préviennent de fagon
significative (p < 0.01) la formation de I'cedéme. A 4 heures, les taux d’inhibition obtenus
avec 200 et 400 mg/kg de I'E.Aq de G. alypum sont de 44% et 59% successivement et de
60% et 67% avec I’E.Met (Figure 33). L’aspirine (100 mg/kg) utilisée comme anti-

inflammatoire de référence, a montré une inhibition trés élevée (87%).

111.1.3. Effet des extraits sur la poche d’air

Quatre heures apres apres 1’injection de 0.1 ml de A-carragénine dans la poche d’air,
les souris du groupe témoin ont développés une inflammation aigué caractérisée par une
infiltration de 12.8 + 0.94 x 10° leucocytes/ml dans I’exsudat. Le traitement avec 1 mg/poche
d’E.Met ou E.Aq des trois plantes, réduit significativement le nombre de leucocytes infiltrés.
Le meilleur taux de réduction est celui obtenu avec I’E.Met et ’E.Aq de H.cheirifolia (
64.63% et 52.77% respectivement) suivis par I’E.Met de G. alypum (52.47%), ’E.Met de C.
salvifolius (48.42%), I’E.Aq de C. salvifolius (45.54%) et finalement I’E.Aq de G.alypum
(38.21). L’inhibition exercée par I’E.Met de H.cheirifolia est meilleure de celle obtenue avec
0.1 mg/poche d’indométacine (61.93%) (Figure 34).
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Effets des extraits aqueux (E. Aq) et méthanoliques (E. Met) des feuilles de H. cheirifolia,
G. alypum et C. salvifolius sur ’cedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat.
L'cedéme est induit par l'injection sous-plantaire de 0.1 ml de carragénine a 1% chez les
rats prétraités oralement par l'aspirine (200 mg/kg), les E. Aq ou les E. Met (200 et 400
mg/kg). Les rats du groupe témoin sont injectés par la carragénine et non traités. Chaque

valeur représente la moyenne + SEM (n=7).
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Figure 33. Effet de I’extrait aqueux (E. Aq) et méthanolique (E. Met) de H. cheirifolia (HC), G.
alypum (GA) et C. salvifolius (CS) sur I’cedéme de la patte induit par la carragénine chez
le rat. L’cedéme a été induit apres le traitement oral des rats par 200 ou 400 mg/kg d’E.
Aq ou I’E. Met, ou par 200 mg/kg d’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 vs témoin.
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Figure 34. Effet des extraits aqueux (E.AQ) et des extraits méthanolique (E.Met) de H. cheirifolia
(HC), G. alypum (GA) et C. salvifolius CS) sur Iinfiltration des leucocytes vers la poche
d’air. L’inflammation est induite par I’injection de 0.1 ml de A-carrageenan (1%) dans la
poche d’air. Une heure avant I’induction de I’inflammation, les souris sont traitées par 1

mg/poche d’extraits ou 0.1 mg/poche d’indométacine (Ind). Les valeurs représentent la
moyenne = SEM (n=7). *** : p <0.001 vs témoin.
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111.1.4. Granulome au pellet de coton

Les résultats obtenus montrent que le traitement par 200 mg/kg d’extraits aqueux ou
méthanoliques pendant 7 jours a inhibé de maniere significative la formation du granulome au
niveau des pellets de coton implantés (Tableau 10). En effet, a 200 mg/kg, I'E.Met de H.
cheirifolia et ’E.Aq de C. salvifolius ont entrainé une réduction maximale de la formation du
tissu granulomateux avec une inhibition du poids sec de 41.85% et 39% respectivement. Cette
inhibition était meilleure que celle obtenue avec 2.5 mg/kg de dexaméthasone (36.36 %)
suivis dans I’ordre de E.Met de C. salvifolius (35%), I’E.Aq de G. alypum (29.40%), I’E.Aq
de H. cheirifolia (22.48%) et finalement I’E.Aq de G. alypum (17.45%). Le poids humide du
tissu granulomateux a été réduit de 61.55% et 57% par I’E.Met de H. cheirifolia et I’E.Met de
C. salvifolius respectivement. Cette inhibition est supérieure a celle obtenue par la
dexamethasone (52.70%). L’E.Aq de G. alypum a exercé 40.60% suivi dans 1’ordre de I’E.Aq
de H. cheirifolia (28.86%), I’E.Aq de C. salvifolius (23%) et finalement I’E.Met de G. alypum
(11.83%).

Tableau 10. Effet des E.Met et E.Aq de H. cheirifolia, G. alypum et C. salvifolius sur la formation du

granulome induit par les pellettes en coton chez le rat.

Groupes Poids humide du % Inhibition Poids sec  du % Inhibition
granulome (mg) granulome (mg)

Témion 94.05 + 11.96 - 26.59 £ 6.375 -

Dexamethasone 44.48 +9.173 7 52.70 16.92 +3.53 36.36

E. Met de HC 36.16 + 4.88 61.55 15.46 + 2.76 41.85

E .Aq de HC 66.90 £ 6.19 28.86 20.61+0.75 22.48

E. Met de CS 59.9 +4.15 57 17.27 +1.90 35

E .Aqde CS 7235+ 1.27 23 16.20 + 1.59 39

E. Met GA 82.92+2.33 11.83 2195+ 1.76 17.45

E .Aq de GA 55.85 + 5.44 40.61 18.71+ 1.77 29.63

Chaque valeur représente la moyenne = SEM. (n = 6). *P < 0.05 vs. le témoin.

Durant I’inflammation le poids de la rate a augmenté dans le groupe temoin. Tous les
extraits a 200 mg/kg excepté I’E.Aq de G. alypum et de C. salvifolius ont produit une
atténuation dans le poids de la rate (Figure 35).

En outre, les résultats montrent que les extraits ont un effet sur le nombre des globules
blancs. Une augmentation maximale du nombre des globules blancs dans le groupe témoin au
Zeme

jour par rapport aux animaux sains. L’anti-inflammatoire standard (dexaméthasone) et les

extraits méthanoliques et aqueux de H. cheirifolia, G. alypum et C. salvifolius a 200 mg/kg
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diminuent significativement la migration des globules blancs vers le site enflammé (Figure
36).
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Figure 35. Effet des extraits aqueux (E.Aq) et des extraits méthanoliques (E.Met) de H. cheirifolia, G.
alypum (GA) et C. salvifolius (CS) sur le poids de la rate/100g poids corporel (PC) durant
les huit jours de traitement. Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 6), *** p <
0.001, **p < 0.01 vs témoin.
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Figure 36. Effet des extraits aqueux (E.Aq) et des extraits méthanoliques (E.Met) de H. cheirifolia
(HC), G. alypum (GA) et C. salvifolius (SC) sur le nombre total des globules blancs
durant les huit jours de traitement. Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n =
6):*** p < 0.001 vs témoin.
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111.1.5. Activité cicatrisante

Le traitement avec les E.Met et E.Aq de H. cheirifolia, G. alypum et C. salvifolius a

permis d’obtenir une guérison presque compléte des plaies au bout de 15 jours de traitement.

Les superficies des plaies mesurées aux jours 3, 6, 9, 12 et 15 aprés 1’excision dans tous les

groupes traités par les pommades préparées a base d’extraits étaient inférieures a celles du

témoin (Tableau 11). L’E.Met et I’E.Aq de G. alypum et C. salvifolius ont montré un effet

cicatrisant de plus de 50% au bout de 6°™ jour. Cet effet est meilleur que celui de la

Mycocide. L’effet de cicatrisation des mémes extraits a augmenté au 9°™ et 12°™ jour pour

atteindre 80% et 90% respectivement. Au dernier jour (15°™ Jour), une cicatrisation compléte

a été obtenue avec tous les extraits et une réapparition des poils a été remarquée au niveau des

cicatrices.

Tableau 11. Effet cicatrisant des E.Met et E.Aq de H. cherifolia (HC), C. salvifolius (CS) et

G. alypum (GA).

Zone des plaies (mm?) et le pourcentage de contraction de la plaie

Groupe I1 3 36 9 12 J15
Témoin 254.58:0.82 | 234.64%5.79 | 201.90£553 | 145.84+6.73 | 80.42t2.52 | 57.08%2.52
(8.23%) (20.68%) (42.70%) (68.41%) | (77.56%)
Mycocide | 242.14+12.92 | 186.39 + 15.22 | 171.31%¥13.16 | 50.78+7.19 | 42.33%+5.04 | 21.43%3.76
(23.28%) (29.41%) (79.23%) (82.29%) | (91.06%)
E.Met de| 240.21%9.31 | 182.73x16.20 | 133.73£9.61 | 52.95:6.53 | 28.07%2.22 | 13.32+1.28
HC (23.89%) (44.10%) (78.14%) (88.31%) | (94.55%)
E.Aq HC 247.59+7.33 | 199.63t20.47 | 153.68+18.56 | 83.69+14.64 | 58.12+12.86 | 29.94+4.73
(20.05%) (38.30%) (66.65%) (76.76%) | (87.90%)
E.Met de| 23549:9.21 | 184.78x9.21 | 107.06£13.52 | 43.70+2.63 | 22.42t3.82 | 9.59+0.47
cs (22.13%) (54.57%) (81.34%) (90.59%) | (95.88%)
EAqdeCS | 245.36%9.38 | 174.21+19.11 | 116.87+19.13 | 70.90+12.60 | 36.02t4.36 | 7.33£1.89
(29.00%) (52.22%) (70.92%) (85.14%) | (96.76%)
E.Met de| 251.22+#7.08 | 232.71+14.02 | 122.38+26.10 | 55.23+8.91 | 28.93%¥3.82 | 10.79+1.08
GA (7.72%) (54.01%) (80.22%) (89.67%) | (95.56%)
E.Aq de GA | 234.39+10.06 | 209.55+11.55 | 93.74£10.09 | 44.67+850 | 18.705.69 | 9.22t3.45
(10.72%) (59.59%) (80.91%) (92.13%) | (95.91%)

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n=8).

111.1.6. Activité analgésique

I11.1.6.1. Effet sur la douleur induite par ’acide acétique

Les résultats présentés dans la figure 37 montrent que I’administration de 200 et 400

mg/kg des extrais méthanoliques et aqueux des trois plantes et 100 mg/kg d’aspirine ont
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exerces un effet protecteur vis-a-vis la douleur provoquée par 1’acide acétique. Le puissant
effet inhibiteur des contractions abdominales est enregistré avec les E.Met des trois plantes a
la dose plus élevée (400 mg/kg). Le meilleur effet inhibiteur enregistré est celui de I’E.Met de
G. alypum (87%) a 400 mg/kg suivi dans I’ordre par I’E.Met de C. salvifolius 80%. I’E.Met
de G. alypum a 200 mg/kg exerce aussi un effet puissant de 80%. Ces effets sont meilleurs
que celui de 100 mg/Kg de ’aspirine (65.67%). Cependant, I’E.Met de H. cheirifolia a 200
mg/kg exerce un trés faible effet (18%) (Tableau 12).

111.1.6.2. Effet sur la douleur induite par le formaldéhyde

La Figure 38 montre que la douleur induite par le formaldéhyde est inhibée par les
extraits méthanoliques et aqueux de H. cheirifolia, G. alypum et C. salvifolius et la morphine.
Dans la premiére phase (0-5 min), l'injection du formaldéhyde témoin produit une réponse
analgésique caractérisée par de morsure et de léchage de la patte injectée avec une durée
totale de 123 + 7 secondes. L’administration de 200 et 400 mg/kg des E.Met et E.Aq de H.
cheirifolia, et C. salvifolius a produit une inhibition dose-dépendante de la réaction
analgésique avec effet de pic a la dose la plus élevée (400 mg/kg) de I’E.Met de H. cheirifolia
(80%). Cependant, a la méme dose, les E.Met et E.Aq de G. alypum ont présentés une
inhibition faible. Cet effet est nettement inférieur a celui exercé par 5 mg/kg pc de morphine
qui présente 95,4% d'inhibition. Dans la deuxiéme phase (15-30 min), la durée totale de la
réaction analgésique dans le groupe témoin était de 172 + 9 secondes. L'effet de la morphine
(97.90 %) est significativement similaire & celui obtenu avec de la dose la plus efficace des
extraits de H. cheirifolia et G.alypum.
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Figure 37. Effet de I’extrait aqueux (E.Aq) et I’extrait méthanolique (E.Met) de H. cherifolia (HC), C.
salvifolius (CS) et G. alypum (GA) sur le nombre de contraction abdominale induit par
I’acide acétique. La douleur est induite par injection intra-péritonéale de 100 pl d’acide
acétique (0.6%). Une heure avant I’injection d’acide acétique, les souris sont traitées par
200 ou 400 mg/Kg d’extraits ou 100 mg/kg d’aspirine. Les valeurs sont la moyenne + SEM
(n=6). ***: p<0.001 vs témoin.

Tableau 12. Effet des E. Met et E .Aq de H. cherifolia (HC), C. salvifolius (CS) et G. alypum (GA)et

I’aspirine sur les contorsions induites par I’acide acétique chez la souris.

Traitement Dose (mg/Kg) Nombres de contortions Inhibition (%)
Témoin - 110 +£11.36 -
200 83.6 +6.2™ 24
E.Aq de HC 400 76.0 + 2.81™ 30.90
200 89.4 + 3.89™ 18.72
E. Met de HC 400 56.6 +1.35 48.54
200 448 +6.88" 59.27
E. Ag de GA 400 39.4+529" 64.18
200 22+6.737 80
E. Met de GA 400 14.2+3.36 87.09
200 59.2 +1.86 46.18
E. Agde CS 400 41.4+530" 62.36
200 426+1.26" 61.27
E. Met de CS 400 212+7.26" 80.72
Aspirine 100 38.2+2+90 65.27

Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n=6).*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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Figure 38. Effet analgésique des extraits aqueux (E.Aq) et des extraits méthanolique (E.Met) de H.
cherifolia (HC), C. salvifolius (CS) et G. alypum (GA) sur le temps de réaction de la
douleur induite par le formaldéhyde. A : phase 1 (0-5 min), B :, phase 2 (15-30 min). La
douleur est induite par l’injection de 20 pl de formaldéhyde (2.5%) dans la patte
postérieur droite. Une heure avant I’injection de la solution de formaldéhyde, les souris
sont traitées par 200 ou 400 mg/kg d’extraits ou 5 mg/kg de morphine. Les valeurs

représentent la moyenne + SEM (n = 6). *** : p <0.001 vs témoin.
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111.2. Activité anti-inflammatoire in vitro

111.2.1.Effet des extraits sur la stabilité membranaire des érythrocytes humains

Les résultats obtenus montrent que les extraits des trois plantes étudiées a une
concentration de 3 mg/ml protegent les érythrocytes humains contre 1’hémolyse. Tous les
extraits inhibent la lyse de la membrane érythrocytaire induite par la solution hypotonique
avec des pourcentages d’inhibition entre 15 et 96 %. L’E.Met de C. salvifolius a donné le taux
d’inhibition de I’hymolyse le plus ¢élevé (96 %) contre 37.92% exercé par 0.1 mg/ml
I'aspirine, tandis que le taux d'inhibition le plus faible (15.16 %) est observée avec 1mg/ml de

I'extrait aqueux de H. cherifolia (Figure 39).
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Figure 39. Effet des E. Met et E .Aq de H. cherifolia (HC), CS (C. salvifolius) et GA (G. alypum) sur
la lyse des érythrocytes humains induite par un milieu hypotonique. Les résultats sont

exprimés par la moyenne + SD (n=3). *** : p < 0.001 vs contrdle.

111.2.2. Effet des extraits sur la dénaturation des protéines

Les résultats montrent que tous les extraits testés a 500 pg/ml inhibent la dénaturation
du BSA avec un intervalle allant de 65.68% a 91%. Le plus puissant effet inhibiteur a été
obtenu avec I’E.Met de H. cheirifolia. Cette inhibition et statistiquement similaire a celle de

I’anti inflammatoire de référence (Diclofénac) avec la méme concentration (Figure 40).
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L’E.Met de G. alypum et C. salvifolius ont aussi donné des taux d’inhibition ¢levé de 1’ordre
de 89.88% et 90.14 respectivement suivis dans 1’ordre par I’E.Aq de C. salvifolius (75.78%),
I’E.Aq de GA (68.63%) et ’E.Aq de H. cheirifolia (65.68%).
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Figure 40. Effet des E.Met et E.Aq de H. Cheirifolia (HC), C. salvifolius (CS) et G. alypum (GA) sur
la dénaturation de BSA. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3). ***p < 0.001,
**p < 0.01,*p < 0.05 par rapport au Diclofenac.

111.2.3. Effet des extraits sur la libération des cytokines

111.2.3.1. Effet sur la libération de TNF-a

La stimulation des cellules mononucléaires périphériques par la concanavaline A
(Con-A) se traduit par une sécrétion massive du TNF-a (96.84 + 32.27 pg/ml) par rapport aux
cellules non stimulées. La sécrétion du TNF-a par ces cellules est significativement diminuée
sous I’effet des faibles concentrations de I’E.Met de H. cheirifolia et G. alypum et des
concentrations élevées des E.Met et E.Aq de C. salvifolius. La meilleure inhibition est

obtenue avec 100 pg/ml d’E.Met de G. alypum et C. salvifolius (Figure 41).

111.2.3.2. Effet sur la libération de I'IL-1
Le Concavalin A stimule fortement la production de 1’IL-1 par les mononucléaires

périphériques (127.76 + 2.68 pg/ml). La sécrétion de I’'IL-1 par les mononucléaires est
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significativement diminuée (p < 0.01) sous I’effet des trois extraits méthanoliques des trois
plantes étudiées. Les meilleures diminutions (5.16 = 1.23 pg/ml, 5.9 £ 0.8 pg/ml et 8.1 + 0.53
pg/ml) sont obtenues avec les faibles concentrations (1 pg/ml, 10 et 50 pg/ml) de I’E.Met de
C. salvifolius et les faibles concentrations (1, 10 et 50 pg/ml) de I’E.Met de G. alypum (10.4
+ 0.68, 12.5 + 0.68 et 18.8 £ 0.46 pg/ml). Les extraits aqueux des trois plantes n’ont donné
aucun effet (Figure 42).

111.2.3.3. Effet sur la libération de 'l FN-y

La production de I’'TFN-y par les mononucléaires périphériques est fortement stimulée
par Con A (327.33 = 5.71 pg/ml), cette production est nettement supérieure a celle des
cellules non stimulée. La sécrétion de I’IN-y par les mononucléaires est significativement
diminuée sous ’effet d’E. Met et Aq de G. alypum et C. salvifolius. La meilleure inhibition
est obtenue avec les concentrations élevées (50 et100 pg/ml) de d’E. Met de G. alypum. Les
deux extraits de H. cheirifolia a 100 pg/ml ont donné un faible effet (Figure 43).

111.2.3.4. Effet sur la libération de I’IL-8

Les résultats obtenus montrent que 5 pg/ml de Con A induisent une sécrétion trés
importante (1125+4.48 pg/ml) de I’IL-8. Le taux de I’IL-8 n’est pas réduit par le traitement
avec les différentes concentrations (1-100 pg/ml) des trois extraits aqueux de G. alypum et C.
salvifolius et H. cheirifolia . Les meilleures inhibitions sont obtenues avec les concentrations
élevées (100 pg/ml ug/ml) des trois extraits méthanoliques, en particulier I’E.Met de C.
salvifolius qui réduit la libération de I’IL-8 a 530.79 + 4.53 pg/ml (Figure 44).
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Figure 41. Effet des E.Met et E.Aq de Globularia alypum, Cistus salvifolius et Hertia cherifolia sur la
production du TNF-a. Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=3). *** p < 0.001

vs controle.
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Figure 42. Effet des différentes concentrations des E.Met et E.Aq Globularia alypum, Cistus
salvifolius et Hertia cherifolia sur la production de I’IL-1. Chaque valeur représente la

moyennexSEM (n= 3). ***p < 0.001 vs contrdle.
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Figure 43. Effet des différentes concentrations des E.Met et E.Aq de Globularia alypum, Cistus

salvifolius et Hertia cherifolia sur la production de I’IN-y. Chaque valeur représente la

moyenne + SEM (n=3). ***p < 0.001 vs contrdle.
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Figure 44. Effet des E.Met et E.Aq de Globularia alypum, Cistus salvifolius et Hertia cherifolia sur la
production de I’IL-8. Chaque valeur représente la moyenne = SEM (n=3). ***p < 0.001

vs controle.
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11.4. Activité antioxydante

11.4.1. Activité antiradicalaire

Les résultats montrent que les extraits aqueux et méthanoliques de G. alypum, H.
cheirifolia et C. salvifolius possédent un effet piégeur remarquable vis-a-vis du radical DPPH.
Les profiles d’activité¢ antiradicalaire obtenus révelent que tous les extraits étudiés ont une
activité antiradicalaire significative (p < 0.05) et concentration dépendante (Figure 45). A 25
ug/ml, ’E. Aq et I’E.Met de C. salvifolius ont montre un effet nettement supérieur a ceux des
autres extraits ainsi que le BHT, tandis qu’a 100 ug/ml P’effet de I’E.Met et ’'E.Aq de G.
alypum est trés proche de celui obtenu par BHT. L’E. Aq et I’E.Met de H. cheirifolia ont
montré un effet relativement inferieur.

Les concentrations qui présentent 50% d’inhibition (ICsp), la concentration effective a
50% (ECso) qui prend en considération la concentration du DPPH dans le milieu réactionnel
(ECso = ICso/mg DPPH/mI) et le pouvoir antiradicalaire (PAR) qui est inversement
proportionnel a I’ECso (PAR = 1/ECs) sont représentés dans le tableau 13.

11.4.2. Effet chélateur du fer ferreux

Les effets chélateurs envers les ions ferreux des extraits méthanoliques et aqueux de
G. alypum, H. cheirifolia et C. salvifolius sont concentration dépendants et statistiquement
significatifs (p < 0.01) (Figure 46). A 250 pug/ml, I’E. Aq et E. Met de G. alypum ont montré
un effet chélateur important (97.54%) et (82.74%) et semblable a celui obtenu par I’E. Aq de
H. cheirifolia (97.77%). L’E. Met de H. cheirifolia a montré 69.49% d’effet. Par contre 1’effet
par obtenu I’E. Met et I’E. Aq de C. salvifolius est moins important avec 43.11% et 12.83%
respectivement (Tableau 14). L’EDTA utilis¢é comme chélateur de référence a exercé une

chélation maximale de 99 % a la concentration de 14 pg/ml.



Résultats

101

— E. Met
4 E.Aq

Activité Anti-radicalaire (%)

0
Concentration (ug/mlL)
- E. Met
100+ C -+ E. Aq

3
o 8-
=
=
< @
=
]
=
= 40
=
-
£ »
=
<
4 n L) 1 I 1 1 1

0 5 10 15 ®» X W 35

Concentration (ug/mlL)

Activité Anti-radicalaire (%)

Activité Anti-radicalaire (%0)

1 L] 1 1 1 1
0 100 200 300 400 3500 6&00
Concentration (ug/ml)

100+

“ 1 I ] 1 I 1
0 50 100 159 200 250 300
Concentration (ug/ml.)

Figure 45. Activité antiradicalaire des extraits aqueux (E. Aq) et méthanoliques (E. Met) de G.
alypum (A), H. cheirifolia (B), C. salvifolius (C) et du BHT (D) vis-a-vis du radical DPPH.

Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + SD.

Tableau 13. Valeurs des ICsq, ECs et PAR des E.Met et E.Aq de C. salvifolius (CS), G. alypum (GA),
H. cheirifolia (HC) et du BHT

Echantillon I1Cs0 (ng/ml) ECso (g/ug DPPH) PAR

CS E.Met 6.76 £ 0.83 0.086 + 0.01 3.57+£0.00
CSE.Aq 9.37+1.04 0.12+0.01 8.33+£0.01
GA E.Met 48.41 +£0.95 0.62+0.01 1.61+£0.01
GAE.Aq 51.97 + 0.67 0.66 +0.01 1.51+0.83
HC E.Met 13796 +1.13 | 1.76 £0.01 0.56 +0.83
HC E.Aq 196.60 £1.23 | 2.52+£0.01 0.39+0.03
BHT 44.35+1.89 0.56 £ 0.02 1.78 £0.01

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
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Figure 46. Activités chélatrices des extraits aqueux (E. Aq) et métanoliques (E.Met) de G. alypum

(A), H. cheirifolia (B), C. salvifolius (C) et de ’EDTA (D) vis-a-vis du fer ferreux.
Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + SD.

Tableau 14. Valeurs ICg et I’activité chélatrice en termes d’équivalents d’EDTA des extraits de G.
alypum, H. cheirifolia, C. salvifolius et de 'EDTA.

Echantillon 1Csp (pg/ml) Activité chélatrice (mg EDTA/g d’extrait)
E.Met G. alypum 148.15+0.80 40.16

E.Aq G. alypum 52.69 + 4.59 112.92

E.Met C. salvifolius 321,70+ 1.79 18.55

E.Aq C. salvifolius 644.15 + 6.90 9.26

E.Met H. cheirifolia 169.75 + 1.66 25.16

E.Aq H. cheirifolia 62.75 + 4.87 95.13

EDTA 5.97+0.29 -

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
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11.4.3. Pouvoir reducteur

Tous les extraits méthanoliques et aqueux de G. alypum, H. cheirifolia et C. salvifolius
possédent un pouvoir réducteur remarquable (p < 0.05) et concentration-dépendant
(Figure 47). A 12.5 et 25 pg/ml, les E.Met et E.Aq de C. salvifolius ont montré un pouvoir
réducteur meilleur que celui obtenu avec les 100 pg/ml d’E.Met et 150 pg/ml d’E.Aq de G.
alypum et H. cheirifolia. Le BHT montre une activité réductrice maximale a 30 pg/ml. Les

ECso sont représentées dans le tableau 15.
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Figure 47. Pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique de G. alypum (A), de C. salvifolius
(B), de H. cheirifolia (C) et de BHT (D). Les valeurs représentent la moyenne de trois

gssais + SD.
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Tableau 15. Les ECsqdes E.Met et des E.Aq de G. alypum, C. salvifolius, H. cheirifolia et du BHT.

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD.

Echantillon ECso (ng/ml)
E.Met de G. alypum 50.10 £ 1.33
E.Aq de G. alypum 64.16 +1.17
E.Met de C. salvifolius 5.30 £ 0.06
E.Aq de C. salvifolius 11.64£0.22
E.Met de H. cheirifolia 61.50+1.31
E.Aq de H. cheirifolia 193.63+4.08
BHT 16.99 £ 0.29

11.4.4. Blanchiment du p-caroténe

La cinétique de blanchiment de B-caroténe en présence et en absence des extraits
méthanoliques et aqueux de G. alypum, C. salvifolius, H. cheirifolia et de BHT montre que
tous les extraits ainsi que le BHT inhibent de maniére significative (p < 0.05) I’oxydation
couplée de I’acide linoléique/B-caroténe par rapport au controle négatif (Figure 48). Le
changement de 1’absorbance a différents intervalles de temps a montré que ’E.Met de H.
cheirifolia semble étre le meilleur inhibiteur de 1’oxydation de 1’acide linoléique avec 94%.
Cette inhibition est meilleure que celle obtenue avec le BHT (78%), suivi dans 1’ordre par
I’E.Aq de H. cheirifolia avec 74%, 1’E.Aq de C. salvifolius avec 73% et finalement I’E.Aq
de C. salvifolius avec 58%. L’E.Met et ’E.Aq de G. alypum ont montré une inhibition faible

par rapport aux autres extraits avec des taux de 29% et 39% respectivement.

I1.4.5. Effet sur ’oxydation de ’ADN

Les résultats montrent que tous les extraits méthanoliques et aqueux de G. alypum, C.
salvifolius, H. cheirifolia protégent I’ADN contre 1’oxydation avec des taux allant de 76% -
98%.

Les figures 49-51 présentent les profils électrophorétiques de I’ADN aprés une lyse
induite par le systeme UV/ H,0, en présence des différentes concentrations (100, 250, 350 et
500 pg/ml) d’E.Met et d’E.Aq des trois plantes. La conversion de I’ADN circulaire surenroulé
(ADNCcs) en forme circulaire ouverte (ADNco) provenant de I’ADN plasmidique pBluescript

M13" se traduit par I’apparition de deux bandes sur le gel d’électrophorése (raie 1).
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La forme native de I’ADNcs migre plus rapidement que I’ADNCco. L’irradiation de I’ADN par
les UV en présence du peroxyde d’hydrogéne (raie 2) entraine le clivage de 'ADN et sa
conversion en forme circulaire (ADNc) et forme linéaire (ADNIlin). D’autre part, les
rayonnements UV seuls (raie 3), le H,O, seul (raie 4) et les UV en combinaison avec la
concentration 250 pg/ml des extraits (raie 5) n’altérent pas la structure de I’ADN.

L’addition de I’E.Met de H. cheirifolia (raies 6-9, Figure 49 A et B) et I’E.Aq (raies
6-9, Figure 49 C et D) induit une restauration partielle de I'ADNcs. Les différentes
concentrations des deux extraits exercent une protection significative. En effet, I'intensité des
bandes de I’ADNcs montre que les différentes concentrations des deux extraits protégent
I’ADN contre la scission de ses brins de la méme maniere avec un pourcentage de 96-98%.
De méme I’addition de 500 pg/ml de I’E.Met de G. alypum (raies 6-9, Figure 50 A et B) et
I’E.Aq (raies 6-9, Figure 50 C et D) au milieu réactionnel induit une restauration partielle de
I'’ADNCcs avec des pourcentages de 83 et 84% respectivement. Les différentes concentrations
des deux E.Aq et E.Met de C. salvifolius exercent aussi une protection significative, mais
I’E.Met exerce un effet plus puissant par rapport a I’'E.Aq (Figure 51 A et B). Le pourcentage
de I’ADNCcs dans le cas de traitement avec I’E.Met a 500 pg/ml est plus élevé (92.69%) que
celui de I’E.Aq (76.3%) a la méme concentration.
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Figure 49. Effet protecteur des extraits aqueux et méthanolique de H. cheirifolia contre 1I’oxydation de
I’ADN. A et B représentent les profils électrophorétiques de I’ADN plasmidique
pBluescript M13+ apres photolyse induite par UV et H,O, (2.5 mM). C et D représentent
le pourcentage de I’ADN circulaire surenroulé (cs), I’ADN circulaire ouvert (co) et
I’ADN linéaire (lin) quantifi¢ par le logiciel (Discovery Series Quantity, BioRad, USA).
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Figure 50. Effet protecteur des extraits aqueux et méthanolique de G. alypum contre I’oxydation de
I’ADN. A et B représentent les profils électrophorétiques de I’ADN plasmidique
pBluescript M13+ aprés photolyse induite par UV et H,O, (2.5 mM). C et D représentent le
pourcentage de I’ADN circulaire surenroulé (cs), ’ADN circulaire ouvert (co) et I’ADN
linéaire (lin) quantifié par le logiciel (Discovery Series Quantity, BioRad, USA).

@ _J0 2 B 58 g 8%l
ADN co "
ADN lin ngo
¥ )2 in
ADN cs
ADN cs
+ + + + + + + + + ADN + + + + + + + + + ADN
+ + + + + HL0, - 4+ - - -+ + + + H,0,
+ + + + + + UV - - -+ + + + % UV
250 100 250 350 S0( E Met (ug/'mL) - - - - 250 100 250 350 S00E Aq(ug/ml)
B 2 ADN cs @ ADN co O ADN lin o0 D ® ADN cs @ ADN co O ADN lin

100

501 90
80 A 80
-0 | 70
60 1 S 60
sl = s0
0 < 40
oI 30
20 1 29
ollm U IHN B B0 B R ] 0
i 2 3 4 3 @ ¥ 8 9

Figure 51. Effet protecteur des extraits aqueux et méthanolique de C. salvifolius contre I’oxydation de
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I’ADN. A et B représentent les profils électrophorétiques de I’ADN plasmidique
pBluescript M13+ aprés photolyse induite par UV et H,0, (2.5 mM). C et D représentent
le pourcentage de I’ADN circulaire surenroulé (cs), I’ADN circulaire ouvert (co) et ’ADN

linéaire (lin) quantifié par le logiciel (Discovery Series Quantity, BioRad, USA).
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11.4.5. Effet sur I’oxydation des proteines

Tous les extraits méthanoliques et aqueux de G. alypum, C. salvifolius, H. cheirifolia
protegent la BSA contre 1’oxydation.

Les figures 52-54 (A et C) montrent les profils électrophorétiques de la BSA aprés 3h
d’incubation avec le systéme dénaturant (Fe**/H,O,/acide ascorbique) en présence ou en
absence des différentes concentrations des E.Met et E.Aq de H. cheirifolia, G. alypum et C.
salvifolius. La densité des bandes électrophorétiques est présentée dans la figure 52-54 (B et
D). La densité de la bande de BSA dénaturée (raie 2) diminue de 45.9 + 3.61%.

Le traitement avec les différentes concentrations (50 a 1000 pg/ml) des trois extraits
de C. salvifolius, G. alypum et H. cheirifolia (raies 3-7) protege la BSA de la dénaturation de
maniére concentration dépendante. A des concentrations maximales de 1000 pg/ml de
I’E.Met et I’E.Aq de H. cheirifolia, I’intensité des bandes de BSA a été restaurée par 96.62%
et 94.49%, respectivement. L’E.Aq et ’E.Met de G. alypum restaurent I’intensité des bandes
de BSA a la méme concentration par 98.83 et 76.97%, tandis que I’E.Met de C. salvifolius a
montré une protection plus faible de 56.41% contre 84.3% de I’E.Aq.
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Figure 52. Activité protectrice des extraits aqueux (EAQ) et méthanolique (EMet) de G. alypum contre
I’oxydation de la BSA. A et B représentent les profils électrophorétiques de la BSA
suite 4 1’oxydation induite par le systéme dénaturant H,O,/Fe**/acide ascorbique (Asc).
C et D représentent le pourcentage de la BSA quantifiée par le logiciel (Discovery
Series Quantity BioRad, USA).
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Figure 53. Activité protectrice des extraits aqueux (EAQ) et méthanolique (EMet) de C. salvifolius
contre I’oxydation de la BSA. A et B représentent les profils électrophorétiques de la
BSA suite a ’oxydation induite par le systéme dénaturant H,O,/Fe**/acide ascorbique
(Asc). C et D représentent le pourcentage de la BSA quantifiée par le logiciel
(Discovery Series Quantity, BioRad, USA).
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Figure 54. Activité protectrice des extraits aqueux (EAQ) et méthanolique (EMet) de H. cheirifolia
contre I’oxydation de la BSA. A et B représentent les profils électrophorétiques de la BSA
suite & I’oxydation induite par le systéme dénaturant H,0,/Fe*"/acide ascorbique (Asc). C
et D représentent le pourcentage de la BSA quantifiée par le logiciel (discovery series
Quantity One programme; version 4.5.2, BioRad, Ca, USA).
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V. Activité antibactérienne

Les résultats révélent que les extraits méthanoliques et aqueux de C. salvifolius a 200
et a 300 mg/ml exercent un effet antibactérien considérable sur 8 souches (Tableau 16)
parmis les dix souches bacteriennes testées. Cet effet est plus important que celui de
I’amocixilline, utilisé comme référence et celui des extraits méthanoliques et aqueux de H.
cheirifolia et G. alypum.

L’extrait aqueux de G. alypum a montré un effet antibactérien plus faible que celui de
I’E. Met avec Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et Enterococcus faecalis ATCC 49452,
mais trés proche de celui de I’amoxicilline pour la souche de Proteus mirabilis ATCC 35659.
Cet effet est moins important que 1’amoxicillin avec Salmonella typhimurium ATCC 13311 et
Enterococcus faecalis ATCC 49452. L’E. Met de H.Cheirifolia exerce un effet inhibiteur
modéré sur Acinetobacter baumanii ATCC 19606 et Salmonella typhimurium ATCC 13311,
tandis que I’extrait aqueux n’a aucun effet sur ces deux souche (Tableau 16).

Par ailleurs une trés faible activité a été observé contre les levure (des zones
d’inhibition entre 2-4 mm) et aucune activité contre les moisissures. De plus, 1’activité de
I’antibiotique de référence clotrimazone a été testée et les diamétres d’inhibition étaient de
15.85 = 0.32 mm avec Aspergillus niger, 23.86 £ 1.15 mm avec Aspergillus flavus et 44.25 +
0.49 mm.
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Tableau 16. Effet des extraits aqueux (E. Aq) et méthanolique (E. Met) de H. cheirifolia, G.
alypum,C. salvifolius et I’amoxicilline sur la croissance bactérienne.

Zone d’inhibition (mm)

Bactéries Extrait E. Met E. Aq Amoxiciline
200mg/ml | 300mg/ml 200mg/ml 300mg/mi 30pg/disque
Acinetobacter H.cheirifolia 7.0£0.2 7.0£0.5 - - -
baumanii G. alypum - - - -
C. salvifolius 15.44+0.19 | 15.44+0.5 10.33£0.33 | 11.11+0.19
Escherichia H. cheirifolia - - - - -
coli G. alypum - - - -
ATCC 25922 C. salvifolius 10.33+0.33 | 11.55+0.19 | 14.88+0.19 | 15.22+0.19
Klebsiella H. cheirifolia - - - - -
pneumoniae G. alypum 12.55+0.38 | 12.22+0.38 | 10.22+0.19 | 11.0+0.33
C. salvifolius - - - -
Proteus H. cheirifolia | - - - - 10.32+0.58
mirabilis G. alypum 9.55+0.19 | 10.0+0.33 9.33+0.57 10.0+0.33
C. salvifolius 20.22+0.19 | 20.88+0.19 | 19.55+0.19 | 20.44+0.19
Pseudomonas H. cheirifolia | - - - - -
aeruginosa G. alypum - - - -
C. salvifolius 12.44+0.19 | 14.21+0.5 10.44+0.5 12.00+0.05
Salmonella H. cheirifolia 11.66+0.33 | 14.00+0.2 - - 19.66+0.58
typhimurium G. alypum 11.22+0.38 | 13.33+0.33 | 12.44+0.19 | 12.44+0.19
C. salvifolius 27.44+0.19 | 27.22+0.19 | 8.0+0.86 8.22+0.69
Bacillus cereus | H. cheirifolia | - - - - -
G. alypum - - - -
C. salvifolius 13.22+1.26 | 16.55+0.19 | 11.66+1.15 | 12.11+0.19
Enterococcus H. cheirifolia - - - - 12.0+0.0
faecalis G. alypum 9.22+0.19 | 10.22+0.19 | 7.0 £0.19 7.77+0.38
C. salvifolius 12.66+0.57 | 12.77+0.38 | 15.55+0.50 | 16.88+0.19
Staphylococcus | H. cheirifolia - - - - -
aureus G. alypum - - - -
C. salvifolius - - - -
Listeria H. cheirifolia - - - - -
monocytogenes | G. alypum - - - -
C. salvifolius 10.22+0.19 | 10.33+0.33 | 11.33+0.57 | 12.33+0.33
Les valeurs représentent la moyenne + SD (n=3), - : sans effet
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DISCUSSION

La caractérisation de nouvelles molécules biactives a partir d’extraits de plantes, qui sont

des mélanges complexes, fait intervenir différentes étapes dont les principales
sont I’extraction, I’identification de ces molécules bioactives par des analyses phytochimiques
et enfin I’évaluation de leurs activités biologique par différents tests in vivo et in vitro.

Dans la présente étude trois plantes largement utilisées en médicine traditionnelle ont été
choisies pour évaluer leurs activités biologiques. Ces trois plantes sont d’origine

géographique commune et sont peu étudiées.

|. Extraction et analyse phytochimique

L’extraction par les solvants organiques et inorganique est une étape essentielle pour la
préparation des extraits de plantes. Cependant, le choix des solvants d'extraction influence les
rendements en métabolites secondaires des extraits. En effet, Khoddami et al. (2013) ont
montré que le méthanol et I’eau ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les
plus utilisés pour une meilleure récupération de composés phénoliques. L’utilisation des
feuilles de plantes sous forme de poudre rend I’extraction plus efficace, car I’échantillon
devient plus homogéne, la surface de contact avec le solvant devient plus grande, la
pénétration a l’intérieur des cellules est plus facile. La dilipidation augmente aussi le
rendement d’extraction en composés phénoliques (khoddami et al., 2013).

Dans la présente étude, deux méthodes d’extraction ont été utilisées. La décoction qui
correspond a 1’usage traditionnel des plantes étudiées, permet d’extraire préférentiellement les
composés polaires, comme, elle peut aussi extraire quelques composés amphiphiles (Jones et
Kinghon, 2005). Dans la deuxieme méthode, 1’extraction est faite par un mélange hydro-
alcoolique (méthanol/eau). Le méthanol est capable d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires et de faciliter I'extraction d’un grand nombre de composés polaires ainsi que des
composés de moyenne et de faible polarité (Seidel, 2005). Selon Markham (1982), I’extrait
aqueux contient des flavonoides glycosylés et des tannins, tandis que 1’extrait hydro-
alcoolique contient des flavonoides, des aminoacides, des terpénes, des cires et des tannins.

Dans cette étude, les rendements du mélange hydro-méthanolique étaient plus élevés que
ceux de la décoction. Il a ét¢ démontré que I’addition de 1’eau au solvant organique augmente
la solubilité des composés par modulation de la polarité de ces derniers, probablement a cause
de I’affaiblissement des liaisons d’hydrogéne dans les solutions aqueuses et la solubilisation
des molécules (Albano et Miguel, 2010). Les rendements d’extraction dépendent de plusieurs

facteurs a savoir la méthode d’extraction, le temps de macération, la température, le choix du
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solvant (Tabart et al., 2007 ; Tiwari et al., 2011 ; Terblanche et al., 2017). La chaleur peut
cependant conduire a la dégradation des molécules thermolabiles (Cheaib et al., 2018).
L’origine géographique de la plante (climat et sol), la saison de la récolte, la durée et les
conditions de stockage influencent également le rendement d’extraction (Liu et al., 2015). En
effet, Khlifi et al. (2011) ont obtenu a partir des extraits de Globularia alypum originaire de
Tunisie un rendement de 37% avec le methanol 75%. Ce résultat est similaire a celui obtenu
dans cette étude (37.85%) avec le methanol 80%. De méme, Barrajon-Catalan et al. (2010),
ont obtenu a partir de I’extrait aqueux de deux genres de Cistus (C. ladanifer et C.
populifolius) de Portugal un rendement similaire de 7-10% contre 9.45% obtenu dans cette
étude.

Le dosage des polyphénols, des flavonoides et des tannins a été effectué dans cette étude,
car la majorité des effets pharmacologiques des plantes sont attribués a ces substances
(Amarowicz, 2007; Gulcin et al., 2010). Les résultats montrent que les extraits méthanoliques
des feuilles du Hertia cheirifolia,Globularia alypum et Cistus salvifolius sont plus riches en
polyphénols, en flavonoides et en tannins que les extraits aqueux. Cela est attribué
probablement a la différence de solubilité de ces composés dans le méthanol et 1’eau. Selon
Falleh et al. (2008) et Terblanche et al. (2017) une meilleure récupération de polyphénols et
de flavonoides est obtenue avec le méthanol. Cependant, I’eau et le méthanol sont deux
solvants polaires et leur mélange extrait particulierement les flavonoides glycosylés et les
tannins (Seidel, 2005). Ce qui explique en grande partie la richesse des extraits hydro-
méthanoliques par rapport aux extraits aqueux.

Les teneurs en polyphenols totaux varient considérablement entre les extraits
méthanoliques et aqueux des trois plantes. L’extrait méthanolique et aqueux de Cistus
salvifolius sont les plus riches en polyphénols suivis dans I’ordre par les deux extraits de
Globularia alypum et finalement les deux extraits de Hertia cheirifolia. Le dosage par le
réactif de Folin-Ciocalteau donne une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un
extrait, il n’est pas spécifique aux polyphénols mais beaucoup de composés peuvent réagir
avec le réactif en donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha et al., 2007).

Plusieurs études ont montrées que le genre Cistus, est considéré comme une source
importante de composés phénoliques (Dimcheva et Carsheva., 2017; Mahmoudi et al., 2016;
Rebaya et al., 2016; Barrajon-Catalan et al., 2010). En plus, 1I’é¢tude de Sayah et al. (2017) a
montré des taux de polyphenols totaux variant de 336.51 a 408.43 mg EAG/g d’extrait de

feuilles de Cistus salvifolus. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans notre étude.
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Les extraits de Globularia alypum sont plus riches en polyphénols que ceux de Taghzouti
et al., (2016) et Khantouche et al.,(2015). Selon Khantouche et al. (2015), Globularia
alypum est considéré parmi les espéces du genre Globularia les plus riches en polyphénols
totaux. Par contre, les taux des polyphénols obtenus a partir de I’extrait méthanolique et
aqueux des feuilles de Hertia cheirifolia sont inférieurs & ceux obtenus par Bousselsela et al.
(2012) a partir de I’extrait méthanolique et aqueux des feuilles de Hertia cheirifolia originaire
de Tunisie. L origine géographique pourrait en étre la cause.

L’analyse phytochimique par HPLC-MS des extraits de trois plantes a permit de
caractériser les principaux composés phénoliques. Deux grandes familles de composés ont été
mises en évidence, il s’agit des acides phénols et des flavonoides. Certains composés sont
présents en commun dans les extraits des trois plantes, il s’agit de la rutine, 1’acide 4-
hydroxybenzoique et I’acide cinnamique. La différence entre la teneur en acides phénoliques
et flavonoides dans les extraits de trois plantes a été notée. Certains composés sont présents
dans les extraits méthanoliques et absents dans les extraits aqueux de la méme plante, tels que
I’acide cinnamique et I’acide ferullique chez Cistus salvifolius et Hertia cheirifolia.

Les meilleures méthodes pour doser les tanins sont celles qui visent a évaluer leur capacité
a précipiter les protéines. Les résultats de cette étude montrent que les extraits méthanoliques
de trois plantes sont les plus riches en tanins que les extraits aqueux. Ceci pourrait s’expliquer
par le fait que les tanins condensés a haut poids moléculaire sont insolubles dans les phases
aqueuses (Cheynier, 2005). Les teneurs en polyphénols et en tanins sont plus importantes que
celles des flavonoides. Ceci est logique, car les flavonoides représentent une classe
majoritaire des polyphénols. Les différences notées par apport aux autres travaux peuvent-étre
dues a la différence entre les procédés et les conditions d’extraction d’une part et aux périodes
de récolte et le climat d’autre part.

Les colorants naturels forment une gamme trés étendue, la chlorophylle, le B-carotene et
les lycopenes sont parmi les colorants les plus utilisés en industries agroalimentaire et
pharmaceutique. Les extraits de Hertia cheirifolia ainsi que de Globularia alypum sont riches
en ces composes et peuvent étre utilisé comme source de ces molécules.

Tous les extraits étudiés dans le présent travail ont présentés des taux faibles en alcaloides.

Ce qui explique en partie 1’absence de 1’effet toxique de ces extraits.

I1. Etude toxicologique
La toxicité aigiie est la premiere étape qui doit étre réalisée sur une substance, lorsqu’on ne

dispose que de peu d’information sur sa toxicité. La détermination de la DLsy en plus de
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I’enregistrement du comportement général des animaux constitue 1’un des parameétres
critiques pour 1’évaluation des premiers signes de toxicité (Lima et al., 2016). La présente
étude révele que I’administration orale de 2000 et 5000 mg/kgdes extraits de Globularia
alypum, et Hertia cheirifolia n’a pas montré d’effets ni sur le poids corporel ni sur la
consommation alimentaire et n’a provoqué aucun changement de comportement et la DLz est
supérieur a 5000 mg/kg. Ces deux extraits peuvent étre utilisés in vivo sans risque
toxicologique aux doses inferieures a 5000 mg/kg. Par contre, I'administration orale de
I’extrait deCistus salvifolius aux souris, a donné des signes d'intoxication avec mortalité. Pour
compléter cette étude, les enzymes hépatiques (ALAT, ASAT et PAL), les triglycérides, le
cholestérol et la créatinine ont été évalués. Les résultats ne montrent aucun changement
significatif de tous ces paramétres pendant les 14 jours de traitement. Cela indique 1’absence
d’atteintes hépatiques, d’endommagement des voies biliaires ou de sécrétion et élimination.
L’examen des coupes du rein a montré que I’intoxication des souris par 1’extrait de Cistus
salvifolius a provoqué des congestions vasculaires. Cependant, I’examen des tissus hépatiques
ont montré un début de nécrose avec la dose 2000 mg/kg. D’aprés la classification de Diezi
(1989), I’extrait méthanolique de Cistus salvifolius est faiblement toxique avec une LDsg
comprise entre 500 et 5000 mg/Kg. Donc, I'extrait méthanolique de Cistus salvifolius peut étre
utilisé sans risques aux doses inférieures a 500 mg/Kg.

Une étude de toxicité sur des troupeaux de moutons a montré 1’apparition de différents
symptomes d’intoxications dans certaines périodes liées a 1’alimentation par Cistus
salvifolius. Ces intoxications sont dues probablement a la quantité consommée par le troupeau
(Yeruham et al., 2002)

I11. Activité anti-inflammatoire

Dans la présente étude, les propriétés anti-inflammatoires de Hertia cheirifolia, Globularia
alypum et Cistus salvifolius ont été étudiées dans différents modeles d'inflammation in vivo et

in vitro.

I11. 1. Activité anti-inflammatoire in vivo

L’cedéme de I’oreille induit par I’huile de croton chez la souris et I’cedéme de la patte
induit par la carragénine chez le rat sont deux modeéles expérimentaux largement utilisés pour
le criblage d’anti-inflammatoires de synthese ou naturels qui agissent a differents niveaux de

I’inflammation (Ouédraogo et al., 2012 ; Ishola et al., 2015).
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L'huile de croton est un agent phlogistique, son effet irritant est da a la présence du TPA
(12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate) comme principe actif. L’application topique de cette
huile induit une réponse inflammatoire aigue caractérisée par une surproduction de médiateurs
pro-inflammatoires a savoir TNF-a, IL-1p, IL-6, MPO, NO synthase inductible (iNOS),
COX-2 et PGE2. Comme elle augmente ’activité de la xanthine oxydase et de peroxydation
lipidiqgue (Rahman et al., 2009). Le TPA provoque I’augmentation de la perméabilité
vasculaire conduisant a la formation d’cedéme qui atteint son maximum aprés 6h (Michel et
al., 2012). La phase cellulaire, caractérisée par I’infiltration des neutrophiles et la prolifération
des cellules épidermiques, se déroule apres 24-48 h (Delaporte et al., 2004 ; Ho et al., 2007).
Selon Murakawa et ses collaborateurs (2006), ces evenements sont déclenchés par la protéine
kinase C (PKC), qui favorise ’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) suggérent que le TPA stimule I’expression de la COX-2 et de la INOS
via I’activation de la PKC. En outre, la PKC favorise également la sécrétion et I'activation de
plusieurs médiateurs immunitaires comme les cytokines et les chemokines qui augmentent et
maintiennent la réponse inflammatoire (Denning, 2004). Le traitement local des souris par les
extraits méthanoliques et aqueux des trois plantes étudiées réduit significativement le volume
de I’;edeme induit par le TPA chez les souris. Cet effet est meilleur que celui exercé par
I’indométacine utilisé comme anti-inflammatoire de référence. L’important effet anti-
inflammatoire des extraits méthanoliques est probablement dd a la présence de substances
lipophiles douées d’activités anti-inflammatoires qui sont capables de traverser la barriere
cutanée (Manga et al., 2004 ; Okoli et al., 2007). Les propriétés anti-inflammatoires de ces
extraits pourraient étre due a la présence d’antagonistes de I'histamine, d’inhibiteurs de la
phosphodiestérase, de piégeurs de radicaux libres (Crummey et al., 1987). Les especes du
genre Cistus salvifolius, Globularia alypum et Hertia cheirifolia sont riches en tannins et
polyphénols qui sont connus par leurs effets anti-inflammatoires (Mota et al., 1985 ; Capiralla
et al., 2012 ; Quinone et al., 2013 ; Alinjhad et al., 2016). En effet, I’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). De méme, certains flavonoides aglycones tels que
I’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).

La carragénine induit un cedéme local qui atteint son maximum aprés 4 h. Le mécanisme

moléculaire de cette inflammation est caractérisé par la libération de plusieurs médiateurs qui
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sont a l’origine du processus inflammatoire (Ouédraogo et al., 2012). L’activation des
mastocytes libere la sérotonine et I'histamine, stimulant ainsi une cascade d'événements qui
produisent plusieurs facteurs chimiotactiques tels que le C5a, les chimiokines et LTB4. Ces
médiateurs conduisent a une migration leucocytaire intense vers le site enflammé (Laurent.,
1987 ; Botting et Botting, 2000).

Les résultats obtenus montrent que les extraits méthanoliques des trois plantes & 400 mg/kg
ont exercés un effet anti-cedémateux légérement meilleur que celui des extraits aqueux.
L’inhibition la plus ¢élevée de I’cedéme a ¢été observée apres 4h de D’induction de
I’inflammation, ce qui suggere que I’activité anti-inflammatoire des extraits s’exerce
davantage sur la synthése des médiateurs lipidique (prostaglandines et leukotrienes) pro-
inflammatoires durant la deuxiéme phase de I’inflammation (Ouédraogo et al., 2012). En
effet, Ammar et ses collaborateurs (2009) ont trouvé que le traitement des rats par des extraits
hydrométhanoliques, chloroformiques et acetate d’éthyle des feuilles, de Hertia cheirifolia,
inhibe I’cedéme de la patte induit par la carragénine. Cet effet a été attribué a 1’inhibition de
COX-1, 12-LOX (Beara et al,. 2010).

La richesse du genre Cistus en phénols et en flavonoides explique en grande partie 1’effet
anti-inflammatoire de leurs extraits. En fait, Cistus salvifolius contient des
flavonoides aglycones (Kaempferol, quercetine, myricetine), des flavonoides glycosylés des
stéroides aglycones (f-sitostérol) et des stéroides glycosylés (Perihan et al., 2015).
L’epigallocatechin-3-O-p-hydroxybenzoate-(4 B-8)-épigallocatechin et 1’epigallocatechin-3-
0-p-hydroxybenzoate-(4 B-6)-épigallocatechin-3-O-gallate isolés de 1’extrait de Cistus
inhibent fortement COX-2 et a un degré plus faible la COX-1(Qa’dan et al., 2011). Les
phénols et les flavonoides sont d’apreés 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 1’inhibition de I’activation du p38 MAPK, et I’inhibition de la fixation du
NF-kB, essentiels pour I’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-6. En plus,
les tanins ont la capacité d'inhiber la phospholipase A2, conduisant a I’inhibition des
leucotrienes et des prostaglandines (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 médiateurs pro-
inflammatoires (Linda et al.,2004; Geronikaki et Gavalas, 2006). Il ressort donc que 1’effet

anti-inflammatoire des extraits naturels est en partie da a la présence d’antioxydants.
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Le recrutement de leucocytes au niveau des tissus enflammés est essentiel a la réponse
inflammatoire. Cela permet de nettoyer le foyer lésionnel et par le fait méme une réparation
tissulaire adéquate. Pour confirmer I’activité anti-inflammatoire des extraits étudiés, leur effet
est testé sur la migration des leucocytes vers une poche d’air induite par la carragénine chez la
souris. Les résultats de cette é¢tude ont révélé que le traitement avec 1 mg d’extrait aqueux ou
méthanolique des trois plantes réduit le nombre de leucocytes infiltrés dans la cavité de la
poche d’air. L’inhibition exercée par les extraits méthanoliques est proche de celle obtenue
avec 0.1 mg/poche d’indométacine. Les extraits méthanoliques des trois plantes ont montré un
effet inhibiteur puissant en comparaison avec les extraits aqueux. Cela est probablement di a
la présence des substances de faible polarité dans les extraits méthanoliques douées de cette
activité et qui peuvent agir en synergie avec les substances hydrosolubles. Les dosages
effectués dans la présente étude ont révélé que les extraits des trois plantes sont riches en
polyphenols et en flavonoides qui exercent un effet inhibiteur sur la migration des leucocytes
(Selloum et al., 2003 ; Bouriche et al., 2016 ; Meziti et al., 2017 ; Kernouf et al., 2018).
D’une maniére générale, le mécanisme anti-inflammatoire de ces métabolites est di a leurs
actions sur plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire, en inhibant le métabolisme de
I’acide arachidonique, les mécanismes de la transduction du signal impliquées dans
’activation des cellules inflammatoires (Iwalewa et al, 2007), la synthése des cytokines pro-
inflammatoires, 1’expression des molécules d’adhésion et la génération des especes réactives
de I’oxygene (Mahat et Patil, 2007; Eteraf-Oskouei et al, 2015).

Le granulome de pellette en coton est considéré comme un modele pour étudier
I'inflammation exsudative chronique et est considéré comme un modéle de la phase
proliférative de la réaction inflammatoire (Parvataneni et al., 2005). Dans ce modele, I’TL-1 et
le TNF-a ainsi que les facteurs de croissance induisent la croissance des cellules du muscle
lisse, les fibroblastes et la formation du granulome (Mahat et Patil, 2007). Durant le processus
inflammatoire les globules blancs migrent et la rate qui possede une activité phagocytaire
augmente de taille (Mishra et al., 2010).

Tous les extraits des trois plantes ont réduit la formation de granulome induit par les
pellettes en coton et ont diminué le nombre des globules blancs ainsi que le poids de la rate
chez les rats traités. Cela signifie que ces extraits peuvent étre efficaces dans les
inflammations chroniques. Cet effet est attribu¢ a I’inhibition de la migration des cellules
impliquées dans la phase proliférative de l’inflammation (macrophages, neutrophiles et
fibroblastes) qui sont la source principale de la formation du granulome (Sokeng et al., 2013).

Mahat et Patil (2007) ont montré aussi que I’inhibition de la formation du granulome par
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I’extrait méthanolique de Phyllanthus amarus est due a sa capacité d’inhiber I’induction des
cytokines, de I’iINOS et du COX-2 in vivo et in vitro. Le TNF-a et I’'IL-1 et les facteurs de
croissance influencent la prolifération des fibroblastes, des cellules du muscle lisse ainsi que
le tissu granulomateux (Michel et Cotran, 2000). D’autre part, Saralla et Jegadeesan (2015),
ont attribué ’effet anti inflammatoire de 1’extrait de Jasminum sambac dans la phase
proliférative des fibroblastes et la formation du granulome aux flavonoides.

Dans la présente étude, les propriétés cicatrisantes des extraits méthanoliques et aqueux
des trois plantes ont été mises en évidence en utilisant le mod¢le de I’excision de la peau. Le
diamétre de la contraction de la plaie est un paramétre souvent employé pour évaluer une
cicatrisation (Priya et al., 2002 ; Lopes et al., 2005 ; Suntar et al., 2011 ; Ghashghaei et al.,
2017). La cicatrisation est un processus complexe déclenché par 1’organisme en réponse aux
dommages qui reconstituent la fonction des tissus endommagés et se résume en trois phases:
une phase inflammatoire (0-3 jours), une phase de prolifération (3-12 jours) et une phase de
remodelage (3-6 mois) (Priya et al., 2002 ; Oleivera Ganzalez et al., 2016). Au cours de ces
différentes phases, ce processus est régulé par les facteurs de croissance (PDGF, TGF et FGF)
secrétés par les macrophages, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les plaquettes (Li et
al., 2007, Oleivera Ganzalez et al., 2016). La cicatrisation est caractérisée aussi par
d’importantes modifications de la matrice extracellulaire dans lesquelles interviennent la
fibronectine, le fibrinogéne et les intégrines (Suriyamoorthy et al., 2014).

L’application topique des extraits étudiés a induit une diminution des diamétres des plaies.
Cette diminution est importante du 6°™au 15°™ jour du traitement. Tous les extraits des trois
plantes ont montré un bon pouvoir cicatrisant, meilleur que celui de la Mycocide® (composée
de Triamcinolone (antiinflammatoire), Néomycine (antibiotique) et Nystatine (antifungique))
utilisée comme standard. Plusieurs médicaments utilisés dans le traitement de la cicatrisation
des plaies sont a base de plante. En effet, le Cicatrol®, qui favorise la cicatrisation, la
régénération de 1’épiderme et empéche I’infection des plaies grace a son pouvoir
antibactérien, est une association de plusieurs plantes (Shorea robusta, Ficus infectoria,
Jasadbhasma, Azadiachtaindica, Pongamiapinnata et Cassia tora). L’effet cicatrisant des
extraits de plantes peut étre attribué a la présence de composés phénoliques, essentiellement
les flavonoides et les tannins ayant la capacité d’accélérer le processus de régénération
tissulaire par stimulation de la production de collagene et de fibronectine (Priya et al., 2002 ;
Lopes et al., 2005 ; Suriyamoorthy et al., 2014). Plusieurs travaux ont rapporté 1’existence
d’une corrélation positive entre 1’effet antibactérien (Adetutua et al., 2011 ; Ikobi et al., 2012 ;

Suriyamoorthy et al., 2014 ; Udegbunam et al., 2014), I’effet antioxydant (Fitzmaurice et al.,
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2011), I’effet anti-inflammatoire (Ghashghaie et al., 2017) et la propriété cicatrisante des
extraits de plantes.

Pour évaluer D’activité analgésique des extraits des trois plantes étudiées, deux tests
largement utilisés ont été retenus (Haider et al., 2011 ; Ishola et al., 2011). L’injection intra-
péritonéale de 1’acide acétique chez la souris provoque un syndrome douloureux qui se traduit
par des contorsions caractéristiques de type de mouvement d’étirement des pattes postérieures
et de la musculature dorso-ventrale. Ces événements sont fortement liés a la sensibilisation
des récepteurs nociceptifs qui vont induire la synthese des PGE; PGF,a, sérotonine et
histamine (Deraedt et al., 1980 ; Soro et al., 2009). Les substances dites analgésiques
provoquent une diminution significative de ces contorsions. Les extraits méthanoliques et
aqueux des trois plantes étudiées possédent une activité analgésique comparable a celle
obtenue par 1’aspirine. Les extraits de plantes contiennent des flavonoides qui sont des
inhibiteurs des prostaglandines et des phénomeénes inflammatoires (Alaoui et al., 1998).
Deraedt et al. (1980) ont mis en évidence des proportions élevées de prostaglandines PGE2a
et PGF2a dans les exsudats péritonéaux des rats apres injection de 1’acide acétique. Les effets
de ces extraits pourraient étre liés a 1’inhibition de la LOX/COX. En effet, ’inhibition de ces
enzymes entraine une diminution de la douleur périphérique (Ojewole, 2007).

Afin de confirmer ces résultats, une étude comparée avec le formaldéhyde comme
inducteur de nociception a été réalisée, en utilisant la morphine comme référence. Dans ce
test, deux phases sont distinguées, une phase précoce (0-5 min) due a 1’activation des fibre-C
et un stimulus périphérique causé par la formaldéhyde, la deuxiéeme phase (15-30 min) est en
relation avec la réponse inflammatoire causée par le formaldéhyde au cours de laquelle il y a
libération de la sérotonine, histamine, bradikinines et des prostaglandines qui provoquent la
sensibilisation des neurones nociceptifs centraux (Milano et al., 2008).Tous les extraits ont
montré des effets inhibiteurs uniquement sur la deuxiéme phase (15-30 min) de la douleur,
contrairement aux analgésiques centraux comme la morphine qui inhibent les deux phases du
test de formaldehyde (Tjolsen et al., 1992 ; Vaseduvan et al., 2007). Donc les extraits aqueux
et méthanoliques des trois plantes sont des analgésiques périphériques. De ce fait, ces extraits
auraient le méme mécanisme d’action que 1’aspirine, I’indométhacine et le phénylbutazone
qui sont doués d’activités analgésiques périphériques. L’effet analgésique des extraits étudiés
est d0 a leur richesse en flavonoides qui sont des inhibiteurs de prostaglandines (Alaoui et al.,
1998) comme ils peuvent inhiber LOX et/ou COX (Ojewole et al., 2007).
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111.2. Activité anti-inflammatoire in vitro

La dénaturation protéique est un phénomeéne durant lequel la protéine perd sa structure
tridimensionnelle ou secondaire, suite & son exposition a la chaleur, a un agent infectieux ou
chimique (Adarsh et al., 2011) induisant I’exposition de certains sites qui vont devenir des
auto-antigénes (Lanneau, 2010). Les mécanismes de dénaturation impliquent probablement
une altération des liaisons électrostatiques, hydrogénes, hydrophobes et disulfures dans les
protéines (Madan et al., 2011).

La dénaturation des protéines est une des causes de plusieurs maladies inflammatoires. En
effet, la dénaturation des protéines tissulaires est I'une des causes des maladies auto-immunes
telles que D’arthrite ou la production d'antigénes auto-immune peut étre due a cette
dénaturation (Umapathy et al., 2010).

Plusieurs anti-inflammatoires ont la capacité d’inhiber la dénaturation des protéines induite
thermiquement (Deattu et al., 2012). Les composés inhibant la dénaturation des protéines
avec un pourcentage supérieure a 20% sont considérés comme ayant des propriétés anti-
inflammatoires (williams et al., 2008). Dans la présente étude, les extraits méthanoliques et
aqueux de plantes étudiées (500 pg/ml) empéchent la dénaturation thermique des protéines, ce
qui confirme leur activité anti-inflammatoire. Cette activité pourrait étre due a I’interaction de
certains composants avec deux sites de liaisons riches en tyrosine, thréonine et lysine
(Williams et al., 2008). Duganath et ses collaborateurs, (2010) ont rapportés que les
composants des plantes médicinales utilisés en médecine traditionnelle, exercent leurs effets
pharmaceutiques grace a leur capacité de se lier aux protéines plasmatiques. En effet, selon
I’étude effectuée par Dufour et ses collaborateurs, (2004) sur I’interaction des flavonoides
avec I’albumine, cette derniére posséde une forte affinité pour la quercetine, ce qui pourrait
expliquer Dactivité protectrice des polyphénols contre la dénaturation thermique de
I’albumine.

Selon Oyedapo (2010) et Yogannadam et al. (2010) le test de la protection de la
membranaire des érythrocytes contre la lyse est utilisé pour 1’étude préliminaire de 1’activité
anti-inflammatoire in vitro, étant donné que la membrane des globules rouge et la membrane
des lysosomes sont de structure similaire. L’exposition des érythrocytes aux substances
nocives telles que le milieu hypotonique conduit a la lyse de la membrane, accompagnée par
I’oxydation et la dégradation de I’hémoglobine (Mohamed Saleem et al., 2011). Agarwal et
ses collaborateurs (2003) ont rapporté que la déstabilisation de la membrane cellulaire est

attribuée a la production de radicaux libres, tels que les peroxydes de lipides.
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Nos résultats montrent que tous les extraits protégent la membrane érythrocytaire humaine
contre la lyse induite par la solution hypotonique. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus
par Debnath et ses collaborateurs (2013), qui rapportent que les différents extraits des feuilles
de Erioglossum rubiginosum protégent la membrane érythrocytaire humaine contre la lyse.
Les résultats de Lavanya et al., (2010) montrent que 1’extrait methanolique de Anisomeles
malabarica protege contre la lyse des globules rouges avec un pourcentage de 98%. De
méme, d’autres études ont montré que les flavonoides et les saponines exercent un effet
important sur la stabilisation des membranes lysosomales in vitro et in vivo et que les tanins et
les saponines peuvent lier des cations et aident a la stabilisation des membranes des globules
rouges (El-Shabrani et al., 1997 ; Oyedapo et al., 2004). Anilkumar et Jibin (2015), ont
démontré la capacité de I’extrait méthanolique de Litsea quinquiflora a stabiliser la membrane
des globules rouge et ont attribué¢ 1’effet contre la lyse membranaire a la présence de
flavonoides, terpénes et phénols.

Plusieurs études physiopathologiques ont fortement suggéré 1’implication des cytokines
dans le mécanisme inflammatoire (Mateen et al., 2016 ; Noack et al., 2018). Par conséquent,
la recherche de nouveaux produits d’origine végétale exercants une action sur la synthése ou
I’activité de ces médiateurs inflammatoires fait 1’objet de nombreuses recherches (Remila et
al., 2015; Kernouf et al., 2018). Par conséquent, la determination du taux d’IL-1 et de TNF-a
est utile pour le suivi de I’évolution des maladies inflammatoires (Smith et al., 2004). Dans le
but d’examiner ’effet de Cistus salvifolius, Hertia cheirifolia et Globularia alypum sur la
production de cyokines (IL-1p, TNFa, IL-8 et INf-y), les mononucléaires périphériques sont
stimulés avec la Concavaline A. Ce dernier est un puissant mitogene utilisé le plus souvent
pour induire la prolifération et la différenciation des leucocytes (Zhao et al., 2010 ; Zhang et
al., 2011). Elle stimule les monocytes pour produire I’'IL-1, par la suite I’IL-1 agit comme un
co-stimulateur de la Concavaline A et induit 1’activation des lymphocytes qui vont produire
des cytokines pro-inflammatoires (Conti et al., 1991). Les extraits méthanoliques (a 50 et 100
pg/ml) des trois plantes diminuent la production de toutes les cytokines testées, tandis que les
extraits aqueux n’ont montré aucun effet inhibiteur. L’activité anti-inflammatoire des extraits
pourrait étre due a la présence des composés bioactifs. En effet, Hwang et al. (2014) ont
démontré que 1’acide chlorogénique, présent dans des extraits atténue les cytokines pro-
inflammatoires 1I’'IL-1 et le TNF-.a. De méme Antoine et al. (2013) ont prouvé que le
curcumin extrait des rizhomes de Curcuma longa inhibe la production de I’IL-8 in vitro et
I’infiltration des neutrophiles dans la poche d’air in vivo. Shin et al. (2015) ont prouvé que

I’acide caféique et ses dérivés inhibent la production du TNF-a. Le mamadi (un riz corean)
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inhibe la production del’IL-8 et réduit les taux de I’IL-1 et le TNF--a produits par les
mastocytes humaines (Kim et al.,2004). D’un autre coté, il a été rapporté que les
concentrations de TNF-a dans le colon sont réduites par la curcumine (Camacho-Barquero et
al., 2007; Villegas et al., 2011), le picéatannol (Lim, 2004), le resvératrol (Martin et al., 2006;
Sanchez-Fidalgo et al., 2010), la quercitrine (Camuesco et al., 2006), le verbascoside
(Mazzon et al., 2009). De la méme maniére, les taux d’IL-1p sont diminués par le resvératrol
(Martin et al., 2004), le verbascoside (Mazzon et al., 2009). Le picéatannol (Kim et al., 2008),
le rutoside (Kwon et al., 2005).

V. Activité antioxydante

L'activité¢ antioxydante se manifeste par diverses actions, telles que le transfert d’un
hydrogéne, la chélation des métaux de transition, I'inhibition des enzymes d'oxydation ou la
détoxification enzymatique des ROS. Les activités antioxydantes devraient étre évaluées par
différentes méthodes afin de caractériser le potentiel antioxydant des principes actifs ou des
extraits (Prior et al., 2005; Popovici et al., 2009). Compte tenu de la complexité des processus
d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants, plusieurs méthodes in vitro (test de
DPPH, chélation des métaux, test du pouvoir réducteur, test du [-caroténe, tests de
dénaturation de I’ADN et des protéines) ont été réalisées pour évaluer 1’effet antioxydant des
extraits méthanoliques et aqueux de Hertia cheirifolia. Cistus salvifolius et Globularia

alypum.

IV. 1. Activité antiradicalaire

Cette étude révele que les extraits des trois plantes étudiées possedent une activité
antiradicalaire. Les deux extraits de Cistus salvifolius possédent un effet piegeur le plus
remarquable vis-a-vis du radical DPPH suivi des deux extraits de Globularia alypum et enfin
les deux extraits de Hertia cheirifolia. D’aprés ces résultats, 1’extrait qui présente une forte
activité antioxydante est celui qui posséde une teneur élevée en polyphénols. Ces résultats
sont en accord avec ceux obtenus par Rebaya et al. (2016) qui ont rapporté une corrélation
significative entre la teneur en polyphénols et I’effet scavenger des extraits de Cistus
salvifolius et les résultats de Taghzouti et al. (2016) sur des extraits de Globularia alypum.
Des résultats similaires sur des extraits de Hertia cheirifolia ont été rapporté (Khlifi et al.,
2011 ; Bousselssela et al., 2012). Il a été prouve que les composés phénoliques et plus
particuliérement les flavonoides sont principalement responsables de ’effet scavenger des

radicaux libres (Amessis-Ouchemoukh et al., 2014; Zhang et Tsao, 2016). La différence
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d’activité notée entre les extraits aqueux et organiques est souvent attribuée au fait que les
extraits des solvants organiques sont plus riches en métabolites secondaires polaires, de

moyenne et de faibles polarité (Kintzios et al, 2010).

V. 2. Activité chélatrice

Les métaux de transition principalement les ions Fe** qui jouent un role 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 généres lors du stress oxydant. Les agents chélateurs qui
forment des liaisons avec les métaux 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 des trois plantes étudiées a été évaluée par le
test de la ferrozine, Le ferrozine, un réactif chélateur, peut former un complexe violet avec le
Fe?*. En présence d’éléments possédant une activité chélatrice, la formation du complexe fer
ferreux-ferrozine est perturbée, ce qui entraine une diminution de la couleur pourpre du
complexe. Par conséquent, la mesure du taux de réduction de la couleur permet d’estimer
I’activité chélatrice des échantillons testés (Ganesan et Benjakoul, 2011). La capacité
chélatrice est tres importante du fait qu’elle réduit la concentration des métaux de transitions
catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler 1’oxydation des lipides
par la réaction de Fentonet accélere 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 ; Koheil et al., 2011). 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).

La présente eétude montre que les extraits étudiés possédent une activité chélatrice en
capturant les ions ferreux avant qu’ils soient complexés avec la ferrozine. L’activité chélatrice
élevée des extraits aqueux de Globularia alypum et Hertia cheirifolia par rapport aux extraits
méthanoliques peut étre due & la présence de composés solubles dans I’eau ayant un effet
chélateur. Les groupements hydrosolubles possedent un caractere nucléophile élevé 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. L’activité de chélation des ions métalliques est
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souvent attribuée aux flavonoides (Le et al., 2007; Premysl et al., 2011) et aux acides

phénoliques (Capecka et al., 2005).

IV. 3. Activite réductrice
La capacité¢ de donation d’¢lectrons dans une réaction d’oxydoréduction peut tre aussi
utilisée dans 1’évaluation de I’activité¢ antioxydante d’un composé. Cette capacité est appelée

pouvoir réducteur. La présence de réducteurs dans les extraits, réduit le Fe®"

complexe
ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquent, le Fe?* peut étre évalué en suivant
I’augmentation de D’intensit¢ de la couleur qui est fonction du pouvoir réducteur de
I’échantillon étudié (Chang et al., 2008 ;Yadav et al., 2012). Tous les extraits ont exercéune
capacité réductrice, avec un pouvoir plus importantavec les extraits méthanoliques.Cela
démontre leur propriété de donation d’électrons et par conséquent leur capacité de neutraliser
les radicaux libres. Cette capacité pourrait étre due a la présence de flavonoides qui sont des
principaux donneurs d’électrons (Le et al., 2007).0zen et al. (2009) ont trouvé que 1’extrait
méthanolique de Thymus praecox était le plus actif.Cela pourrait indiquer qu’il existe de
corrélation entre leur contenu en polyphénols et leur activité réductrice. Ces résultats sont en
accord avec les travaux de Rebaya et al. (2016) qui ont mis en évidence une corrélation entre
la teneur des extraits en polyphenols et en flavonoides de Cistus salvifolius et son activité
antioxydante et réductrice. De méme, une corrélation réciproque entre la teneur des extraits en
composés phénolique en flavonoides et leurs activité antioxydante dans les tests DPPH,
ABTS et FRAP a été mise mise en évidence (Belkacem et al., 2014 ; Ismail et al., 2017;
Parikh et Patel, 2017). Ksouri et al. (2009) ont trouvé qu’il y a une forte corrélation entre le
contenu en polyphénols et les flavonoides des extraits méthanoliques des fleurs et des feuilles
de Tamarix gallica et leur activité antioxydante. Ces auteurs référent I’activité antioxydante
des extraits de cette plante a la présence d’acides phénoliques et des flavonoides ce

quisupporte les résultats de la présente étude.

V. 4. Effet sur la peroxydation des lipides

La peroxydation lipidique est une altération oxydative des acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires, catalysée par les radicaux libres (Bougatef et al., 2009). Dans ce
systeme acide linoléique-Pcaroténe, les radicaux libres (hydroperoxydes) produits par
I’oxydation de I’acide linoléique, provoquent 1’oxydation de la [-caroténe hautement
insaturée ce qui conduit & sa decoloration (Prior et al., 2005). Toutefois, la présence d’un
antioxydant dans le milieu réactionnel pourrait soit inhiber 1’oxydation de 1’acide linoléique

soit neutraliser les radicaux libres, ou les deux en méme temps (Naidu et al., 2011).
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L’oxydation de la B-caroténe a été fortement ralentie en présence des extraits des trois plantes,
ce qui prouve leur capacité de réagir avec les radicaux libres pour les convertir en espéces non
réactives et interrompre la chaine de réactions radicalaires. Des résultats similaires ont été
obtenus avec les extraits de Hertia cheirifolia (Bousselssela et al., 2012) et Globularia
alypum (Khantouche et al., 2015). Les flavonoides et les polyphénols ont la capacité de piéger
les radicaux libres et par conséquent, retarder 1’auto-oxydation des lipides (Gao et al., 2000 ;
Avyala et al., 2014). lls inhibent la peroxydation lipidique en un stade précoce en scavengeant
les radicaux peroxydes, comme ils peuvent interrompre la chaine de réactions radicalaires en
donnant de I’hydrogéne (Sandhar et al., 2011). Il a été démontré aussi, que la structure et la
propriété lipophile des polyphénols sont des facteurs favorisant la propriété anti-oxydante,
probablement en facilitant I’incorporation de ces composés dans la phase lipidique de la

membrane (Djeridane et al., 2006 ; Amessis-Ouchemoukh et al., 2014).

IV. 5. Effet protecteur de ’ADN

L’effet protecteur des extraits des trois plantes contre les dommages oxydatives de ’ADN
induits par H,0,/UV a été étudiés sur 'ADN plasmidique pBluescript M13 (+). La photolyse
de H,0, survient quand il absorbe une quantité significative de lumiére d’une longueur d'onde
inferieure a de 380nm. En raison de la formation des radicaux d’hydroxyles fortement réactifs
et extrémement oxydants, la configuration superenroulée d’ADN plasmidique (cs) change vers
la forme circulaire ouverte (co) et la forme linéaires (lin), qui causent un changement de leurs
propriétés et leurs mobilités électrophorétiques (Yasmeen et Gupta, 2016). Les radicaux
hydroxyles se lient a I’ADN et réagissent avec les bases azotées produisant des radicaux
basiques et des radicaux de sucres (Cadet et al., 2015). Par conséquent, 1’abstraction de
I’atome d’hydrogene du désoxyribose par le radical OH- conduit a la rupture du brin d’ADN
au niveau de la liaison phosphodiester liant le phosphate et le désoxyribose, la fragmentation
du désoxyribose et la modification des bases nucléotidiques (Pogozelski et Tullius, 1998 ;
Cadet et al., 2016). Ces altérations de la molécule d’ADN peuvent conduire soit a I’arrét de
I’induction de la transcription ou de la transduction des voies de signalisation, soit a des
erreurs de réplication, soit a une instabilité génomique et I’ensemble est impliqué dans le
déclenchement du cancer et le vieillissement (Phaniendra et al., 2015). La présente étude
montre I’efficacité de tous les extraits testés a protéger ’ADN plasmidique contre les
coupures induites par le systeme UV/H,0,. Ces résultats sont en accord avec 1’étude réalisée
par Verma et ses collaborateurs (2015) qui ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles
de Carissa carandas protége complétement I’ADN plasmidique pBR322 du stress oxydant
induit par le systéeme de photolyse UV/H,0,. Une autre étude comparative menée par Guha et
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ses collaborateurs (2011) a montré que les différents extraits des différentes plantes étudiées
ont protégé I’ADN contre 1’oxydation. Les composés phénoliques et les flavonoides sont
connus par leurs roles protecteurs au sein des plantes contre les dommages des rayonnements
UV. En effet, Sevgi et ses collaborateurs (2015) ont montré 1’effet protecteur de plusieurs
acides phénoliques contre les dommages oxydatives de I’ADN induit par H,O0,/UV. Les
antioxydants naturels comme les polyphénols et les flavonoides peuvent influencer le
processus d’oxydation par I’inhibition des réactions radicalaires en chaines, la liaison des
catalyseurs d’ions métalliques de transition, la décomposition des peroxydes, la prévention de
donation des atomes d’hydrogéne et le piégeage des radicaux libres (Mayakrishnan et al.,
2012 ; Sowndhararajan et Kang, 2013). Plusieurs études ont également mis en évidence le
role protecteur des flavonoides contre les dommages oxydatifs de I’ADN induit par des agents
carcinogenes sur différentes lignés cellulaires (Piao et al., 2013 ; Sevgi et al., 2015 ; George
etal., 2017).

V. 2. Effet sur ’oxydation de protéine

Les protéines sont des cibles privilégi¢es de 1’oxydation. L’oxydation d’une protéine peut
avoir plusieurs sites d’attaque comme les liaisons peptidiques ou les chaines latérales des
acides aminés. L’oxydation des protéines peut avoir plusieurs effets incluant I’oxydation des
chaines latérales, la fragmentation du squelette protéique, la dimérisation/agrégation, le
déploiement ou les changements conformationnels, I’inactivation enzymatique et les
altérations dans I’entretien et le renouvellement cellulaire (Davies, 2003 ; Gracanin et al.,
2009). Les protéines affectées perdent leur fonctions ce qui entraine la perturbation des
fonctions cellulaires (H6hn et Grune, 2013). Ces dommages peuvent jouer un role important
dans le développement de la cataracte et de certains cancers (Davies, 2003 ; Gracanin et al.,
2009). De plus, un nombre croissant de preuves montre que les maladies neurodégénératives
sont accompagnées par un phénomene d’oxydation des protéines (Hohn et Grune, 2013), tels
que la maladie de Parkinson et 1’ Alzheimer (Mohsenzadegan et Mirshafiey, 2012; Blesa et al.,
2017)

Dans la présente étude, 'oxydation de 1’albumine est induite par le systéme
H,0./Fe3+/acide ascorbique qui réduit le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe**), conduisant a
la régénération des radicaux hydroxyles qui attaquent la protéine (Emen et al., 2009). Les
protéines peuvent subir des modifications oxydatives a savoir la formation de réticulations
intra- et inter-moléculaires et fragmentation des chaines polypeptidiques conduisant a la
formation de groupes carbonyles sur la protéine (Dalle-Donne et al., 2003 ; Kizil et al.,

2011).Tous les extraits testés ont protégé la BSA contre I’oxydation en piégeant les radicaux
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libres générés par le systeme Fe3+/H202/acide ascorbique. Ces résultats sont en accord avec
ceux obtenus par Kizil et ses collaborateurs (2011) qui ont montré que les extraits
éthanoliques de Hypericum scabrum et Hypericum retusumaucher protégent 1’albumine
contre la dégradation induite par H,O,/Fe3+/acide ascorbique, suggérant un effet protecteur
via des propriétés de piégeage des radicaux libres. L’étude menée par Samudram et ses
collaborateurs (2009) a montré que I’extrait éthanolique des feuilles de Melia azedarach et
des graines de Piper longum inhibe I’oxydation de I’albumine grace a leurs contenus riches en

antioxydants.

V. Activité antibactérienne

Un extrait est considéré comme antibactérien lorsqu’il induit une zone d’inhibition
supérieure ou égale a 10 mm (Tekwi et al., 2012). L’activité antibactérienne dépend de
plusieurs facteurs a savoir I’espéce de la plante, la méthode choisie pour la préparation de
I’extrait, le solvant utilisé et la sensibilité des bactéries (Loziene et ses collaborateurs, 2006).

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les deux extraits de C.salvifoliusont un
effet inhibiteur de la croissance de la plupart des souches bactériennes testées, mais aucun
effet n’est remarqué avec les souches fungiques. Mahmoudi et ses collaborateurs (2016) ont
rapporté que l’extrait hydro-éthanolique de Cistus salvifolius inhibe la croissance des
bactéries Gram™ ainsi que les bactéries Gram®, maiscontrairement aux résultats de la présente
étude ils ont trouvé que cet extrait inhibe la croissance de deux souches fungiques (Candida
albicans et Aspergillus niger). Barrajon-Catalan et ses collaborateurs (2010) ont rapporté que
les composés responsables de l'action antibactérienne des Cistaceae peuvent étre les
ellagitanins et ’acide gallique, qui sont les composés de I’extrait aqueux de Cistaceae. Les
activités antimicrobiennes des deux extraits des feuilles de Cistus salvifolius sont comparables
a une gamme d'extraits organiques et aqueux de Cistus incanus et Cistus monspeliensis du
méme genre (Bouamama et al. 2006). Des études antérieures ont signalé que les bactéries
Gram+ sont plus sensibles aux huiles végétales et aux extraits que les bactéries Gram-
(Mahboubi et Haghi, 2008; Boukhabti et al., 2011), en raison de la présence de
lipopolysaccharides hydrophobes dans la membrane externe des bactéries Gram- qui fournit
une protection contre plusieurs agents antimicrobiens. Cependant, aucun des extraits de Cistus
n’a montré une activité antimicrobienne sélective.

L’extrait aqueux et méthanolique de Globularia alypum ont montré un effet antibactérien

avec Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis et Salmonella
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typhimurium mais ils n’ont pas inhibé la croissance des souches fungiques. Des travaux de
Taghzouti et al. (2016) sur I’extrait méthanolique et de 1’acétate d’éthyl de Globularia alypum
ont montré aussi que ces extraits n’ont pas d’activité inhibitrice sur C. albicans ainsi que sur
les bactéries Gram- (E. coli et P. aeruginosa) par contre ils inhibent la croissance des
bactéries Gram+ (Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis). Il a été rapporté aussi par
Abdelsalem et al. (2007) que les extraits de Globularia alypum présentent une activité
antibactérienne remarquable en particulier contre les bactéries Gram+ (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis et Bacillus cereus).

L’extrait méthanolique de Hertia cheirifolia a exercé un effet inhibiteur modéré seulement
sur deux souches Gram- (Acinetobacter baumanii et Salmonella typhimurium) tandis que
I’extrait aqueux n’a aucun effet. Ces résultats sont en concordance avec ceux obtenus par
Bousselssela et al. (2012) qui ont montré que les extraits méthanoliques et aqueux, des
feuilles de la méme plante ne possedent aucune activité contre la croissance de Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Par contre, ces résultats sont
différents de ceux de Majouli et al. (2017) qui ont montré que I’extrait d’acétate d’éthyldes
racines de Hertia cheirifolia inhibe la croissance de presque toutes les souches Gram+ et
Gram- testées mais il était inefficace contre la croissance des souches fungique testées.

L’activité antibactérienne des plantes meédicinales est attribuée a leur contenu en
métabolites secondaires, principalement les composés phénoliques et les huiles essentielles
(Bayoub et al.,2010). Les différentes classes de polyphénols, essentiellement les tanins et les
flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits de plantes envers les microorganismes
(Cowan, 1999). L’épigallocatéchine, la catéchine, la myrcétine, la quercétine et lutéoline sont
des substances antibactériénnes importantes (Shan et al., 2007 ; Askun et al., 2009). 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 des extraits
¢tudiés avec celles obtenue par 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 1’action combinée des

différents composeés (Essawi et Srour, 2000).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans la présente étude trois plantes Hertia cheirifolia, Globularia alypum et Cistus
salvifolius ont été choisis afin de trouver de nouvelles voies d’application tant dans le
domaine médical et pharmaceutique que dans le domaine alimentaire et cosmétique.
L’objectif de ce travail était d’adopter des bases scientifiques pour la validation de certaines
propriétés biologiques attribuées a trois plantes médicinales, choisies sur la base de leur usage
traditionnel. Dans cette étude, les extraits des feuilles de ces plantes semblent présenter un
intérét réel et potentiel dans le traitement de I’inflammation aigue et chronique, la protection
contre les effets du stress oxydatif ainsi que I’inhibition de la croissance de certaines
bactéries.

Le mélange hydro-méthanolique s’est avéré comme le meilleur solvant d’extraction des
composés phénoliques, grace a sa capacité d’extraire les molécules polaires et apolaires ce qui
s’est traduit par les bons rendements obtenues avec ce solvant.

L’analyse phytochimique a montré que I’E.Met de Cistus salvifolius posséde les teneurs les
plus éleves en polyphenols et flavonoides. Par ailleurs, la détermination de la teneur en
pigments liposolubles révéle la richesse de I’E.Met de Hertia cheirifolia en [-carotene,
lycopene et en chlorophille a et b, par contre tous les extraits ont montré une teneur faible en
alcaloides.

L’¢tude de la toxicité aigue des extraits des trois plantes a permis de conclure que les
extraits méthanoliques des feuilles de Hertia cheirifolia et Globularia alypum ne sont pas
toxique et que I’extrait méthanolique de Cistus salvifolius peut étre classé dans la catégorie
des plantes faiblement toxiques par voie orale.

Les extraits des trois plantes exercent des effets anti-cedémateux importants, soit par
application locale ou par administration par voie orale. Ces extraits inhibent aussi le
recrutement des cellules immunitaires vers le site inflammatoire. D’un autre coté tous les
extraits présentent des propriétes analgésiques et cicatrisantes justifiant ainsi leur usage
traditionnel.

Les extraits méthanoliques des trois plantes étudiées réduisent la production des cytokines
(IL-1, de TNF-a, d’INf-y et d’IL-8) par les cellules inflammatoires, protegent la membrane
des hématies contre I’hémolyse ainsi que la dénaturation de 1’albumine.

D’autre part, Tous les extraits possédent une activité antioxydante en piégeant les radicaux

libres, chéletant les métaux et protégeant les macromolécules contre 1’oxydation.
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Les extraits de Cistus salvifolius et Globuularia alypum ont montré une activité
antibactérienne considérable vis-a-vis de quelques souches testées. L’extrait méthanolique de
Cistus salvifolius donne le meilleur effet.

Les résultats de la présente étude supporte 1’usage traditionnel des trois plantes étudiées
dans la prise en charge de diverses pathologies surtout d’origine inflammatoire ou
microbienne.

A T’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une €tude plus approfondie
pour isoler, purifier et identifier les molécules responsables des activités précédentes, en
étudiant les mécanismes d’action sur les médiateurs inflammatoires, les enzymes impliquées
dans la production des ROS et sur les systemes antioxydants in vivo.

II serait trés intéressant d’étudier 1’activité antibactérienne des extraits de Cistus salvifolius
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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Résumé

La présente étude a été désignée pour I’évaluation des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes des extraits aqueux (E.Aq) et
méthanoliques (E.Met) de Hertia cheirifolia, Globularia alypum et Cistus salvifolius en utilisant plusieurs modéle in vivo et in vitro. Les dosages ont montré
que les E. Met sont plus riche en polyphénols, flavonoides et en tannins que les E. Ag. In vivo, le traitement par voie orale des rats par 200 ou 400 mg/kg
d’E.Aq ou E.Met inhibe I’cedéme de la patte induit par la carragénine avec une inhibition entre 29% et 81%. D’une autre part, le traitement local des souris
par 2 mg/oreille d’E.Aq ou E.Met a inhibé I’inflammation induite par I’huile de croton avec 77%-89%. Le traitement des souris par 1 mg/poche d’E.Aq ou
d’E.Met réduit significativement le nombre des leucocytes migrés vers le site enflammé avec un pourcentage de 38-65%. De méme, le traitement des rats
par 200 mg/Kg d’extraits inhibe la formation du granulome et le poids sec des pellettes en coton avec un pourcentage de 17.5-40%. L’application locale des
pommades des extraits a réduit la surface des plaies 80-90%. Le traitement des souris par 200 ou 400 mg/kg d’E.Aq ou E.Met inhibe 18-80% et 25-80% la
douleur induite par I’acide acétique et le formaldéhyde, respectivement. In vitro, tous les extraits ont prévenu la dénaturation du BSA avec 65-91%, ont
inhibé I’hémolyse des érythrocytes avec 15-91% et ont inhibé la libération de IFN-y, TNF-q, IL-8 et lI-1. D’autre part, les deux extraits montrent une forte
activité anti-radicalaire et une activité chélatrice modérée. De méme, les extraits ont présenté un bon pouvoir réducteur concentration dépendant, inhibent
I’oxydation de I’acide linoléique avec des pourcentages de 29-94 % et I’oxydation de ’ADN et des protéines avec 78-98%. Finalement, L’effet
antibactérien des deux extraits a été déterminé sur 10 souches bactériennes et 3 souches fungiques par la méthode de diffusion sur I’agar. Enfin, les résultats
ont révélé que Ag.E et Met.E de Cistus salvifolius ont le plus large spectre d'activité contre 8 souches, mais aucun effet n'a été observé sur les especes
fongiques avec tous les extraits testés. En conclusion, les extraits aqueux et méthanoliques de Hertia cheirifolia, de Globularia alypum, de Cistus salvifolius
présentent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, alors que seul Cistus salvifolius présente une activité antibactérienne. En conclusion, les
extraits aqueux et méthanoliques de Hertia cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius présentent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes,
alors que seul Cistus salvifolius présente une activité antibactérienne remarquable. Cette étude soutient I'utilisation traditionnelle de ces plantes pour traiter
certains désordres liés a I’inflammation et au stress oxydant.

Mots clés: anti-inflammatoire, antibactérien, antioxydant, extraits de plantes, Hertia cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius

Abstract

The present study was designed to evaluate the anti-inflammatory, antioxidant, antibacterial activities of aqueous (Ag. E) and methanolic (Met. E) extracts
of Hertia cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius using several models in vivo and in vitro. Results showed that Met. E are richer in polyphenols,
flavonoids and tannins than aqueous ones. In vivo, the oral administration of rats with 200 or 400 mg/kg of Ag.E and Met.E, inhibited the carragenane
induced paw edema with 29% - 91%. The local treatment of mice with 2 mg/ear of Ag.E or Met.E inhibited croton oil induced ear edema with 77-89%. The
treatment of rats with 1mg/pouch of Ag.E or Met.E decreased significantly the number of leucocytes migrated to inflammation site with 38-65%. Similarly,
the treatment of rats by 200 mg/kg of extracts inhibited the granuloma dry weigh formation by 17.5-40%. The topical application 2% extracts reduced
wound area by 80-90% after 15 days of treatment. Moreover, the treatment of rats with 200 or 400 mg/kg of Ag. E and Met.E inhibited the pain induced by
acetic acid and formaldehyde with 18-80% and 25-80%, respectively. In vitro, all extracts prevented BSA denaturation by 65-91%, inhibited the
erythrocytes hemolysis by 15-91% and decreased the release of IFN-L, TNF-qo, IL-8 and Il-1. On the other hand, all extracts showed high antiradical
activity against DPPH radicals and moderate chelating activity. All extracts showed a good concentration dependent reducing power and inhibited linoleic
acid oxidation by 29-94% and protected DNA, protein and lipid oxidation by 78-98%. Finally, the results revealed that Ag.E and Met.E of Cistus salvifolius
has the broadest spectrum of activity against 8 strains but no effect has been observed againt fungal species with all extracts tested. In conclusion, aqueous
and methanolic extracts of Hertia cheirifolia, Globularia alypum, Cistus salvifolius exhibit anti- inflammatory, antioxidant, while only Cistus salvifolius
exhibts antibacterial activity. Taken together, this study supports the traditional use of these plants to treat some disorders related to inflammation and
oxidative stress.

Key words: anti-inflammatory, antibacterial, antioxidant, plant extracts, phytothétapie, Cistus salvifolius, Globularia alypum, Hertia cheirifolia.




