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Résumé

Des extraits méthanoliques (EM) et décoctés (ED) des parties aériennes de S. aegyptiaca, S.
verbenaca, S. barrelieri et S. argentea (EM SAE, ED SAE, EM SVR, ED SVR, EM SBA, ED SBA,
EM SAR et ED SAR) ont été testés in vitro pour leur activités antioxydantes, anti-Alzheimer, inhibition
des enzymes diabétiques, antiglycation, anti-inflammatoire, anticancéreuses, aussi bien que leurs effets
protectifs de I’estomac, leurs effets sur la vidange gastrique et le transit intestinal. Les propriétés
antioxydantes des extraits de S. ont été déterminées en utilisant le piégeage des radicaux DPPH, ABTS
et du radical superoxyde alcalins DMSO, le blanchiment du B-caroténe, le pouvoir réducteur et les tests
d'activité de chélation des métaux. Tous les extraits ont montré une capacité antioxydante élevée avec
une meilleure performance trouvée dans I’EM. Les extraits de S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri
et S. argentea ont montré une faible activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AChE) et une activité
inhibitrice élevée de la butyrylcholinestérase (BChE), tandis que I’EM SAE avait l'activité inhibitrice
la plus élevée sur la BChE (71,60 + 4,33% pour 100 pg / ml) par rapport aux autres extraits. L'effet
inhibiteur in vitro sur les enzymes diabétiques a montré que les EM inhibaient l'enzyme o-amylase
avec une Clso de 86 et 101 pg/ml pour SAE et SVR, respectivement. D’autre part, ’EM SAE, ’EM
SVR et PEM SAR ont inhibé l'a-glucosidase d’une valeur d’Clso de 97, 150 et 112 ug/ml,
respectivement. Les autres extraits ont présenté une activité plus faible sur les deux enzymes. Tous les
extraits ont montré une activité antiglycation importante avec une inhibition de plus de 69% pour 2
mg/ml, alors que la meilleure activité a été enregistrée avec ’EM SBA avec une ICso de 70 pg/ml. A
I'exception de 'EM SVR, les autres extraits ont présenté une activité inhibitrice élevée de la flambé
inflammatoire avec une Clso comprise entre 35 et 88 pg/ml. Les extraits testés n'ont aucune cytotoxicité
contre les cellules 3T3 ou HeLa. Cependant, une faible prolifération de HelLa a été enregistrée en
présence de ces extraits. Les EM SAE, EM SBA et EM SAR ont induit un retardement significatif de
la vidange gastrique chez les souris a 53%, 46% et 58% respectivement. Ces effets peuvent étre liés a
l'inhibition des récepteurs muscariniques et/ou I’enzyme oxyde nitrique synthase. Tous les extraits ont
un effet faible a modéré sur le transit intestinal. Le traitement des rats avec 100, 200 et 400 mg/kg de
I’EM SAE, I’ED SAE, ’EM SVR et ’ED SVR protege I’estomac (75 a 94%) contre 1'ulcére induit par
I'éthanol (100%) et supérieur en comparaison avec l'oméprazole comme contrdle positif. Cette
protection peut étre liée a ’augmentation des niveaux du mucus gastrique, des protéines totales, du
glutathion et/ou l'inhibition de la peroxydation lipidique et de I'augmentation de I'activité de la catalase.

Mots clé : anti-oxydant, anticholinestérase, anti- enzymes diabétique, vidange gastrique et transit
intestinal, ulcére gastrique induit par I’éthanol, S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri et S. argentea



Abstract

S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri and S. argentea aerial part methanol and decoction
extracts (ME SAE, DE SAE, ME SVR, DE SVR, ME SBA, DE SBA, ME SAR and DE SAR)
were screened in vitro for their antioxidant, anti-Alzheimer, diabetic enzymes inhibition,
antiglycation, anti-inflammatory, anticancer activities, as well as protective gastric effect, gastric
emptying and intestinal transit. The antioxidant properties of Salvia extracts were determined
using DPPH, ABTS and Alkaline DMSO superoxide radical scavenging, -carotene bleaching,
reducing power, and metal chelating activity assays. All extracts showed high antioxidant capacity
with the best performance in the ME. The extracts of S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri and
S. argentea showed a less inhibitory activity of acetylcholinesterase (AChE) and high inhibitory
activity of butyrylcholinesterase (BChE), whereas, the methanol extract of S. aegyptiaca had the
highest inhibitory activity on the BChE (71.60 + 4.33% for 100 pg/ml) compared to the other
extracts. In vitro inhibitory effect on diabetic enzymes showed that the methanol extracts inhibited
a-amylase enzyme with ICso value of 86 and 101 and pg/ml for SAE and SVR, respectively. On
the other side, ME SAE, ME SVR and ME SAR inhibited a-glucosidase with I1Cso value of 97,
150 and 112 pg/ml, respectively. The other extracts exhibited lower activity on both enzymes. All
extracts showed antiglycation activity with a percentage inhibition over 69% for 2 mg/ml. The
best activity was recorded with ME SBA with ICso value of 70 ng/ml. Excepting ME SVR, the
other extracts exhibited a high inhibitory activity on inflammatory burst with ICso value that ranged
between 35 et 88 nug/ml. None of the tested extract had a cytotoxicity effect against 3T3 or HeLa
cells. However, low proliferation of HeLa was recorded in the presence for these extracts. ME
SAE, ME SBA and ME SAR induced significative gastric emptying delay in mice to 53%, 46%
and 58% respectively. These effects may be related to the inhibition of muscarinic receptors and/or
nitric oxide synthase. All extracts had low to moderate effect on intestinal transit. Treatment of
rats with 100, 200 and 400 mg/kg of ME SAE, DE SAE, ME SVR and DE SVR protected the
stomach (75 to 94%) against ethanol (100%) induced ulcer and higher protection in comparison
with omeprazole (positive control). This protection may be related to the augmentation of levels
of gastric mucus, total protein, GSH levels and/or inhibition of lipid peroxidation and enhancement
of catalase activity.

Keywords: anti-oxidant, anti-cholinesterase, anti-diabetic enzymes, gastric emptying, intestinal
transit, ethanol induced gastric ulcer, S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri and S. argentea
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Introduction

Introduction

Le stress oxydatif et les especes réactives de 'oxygene jouent un role majeur dans plusieurs
troubles tels que la maladie d'Alzheimer, le diabéte, le cancer et les troubles gastrointestinaux. Le
stress oxydatif provoque un exces d'especes réactives oxygene/azote conduisant a des dommages
aux composants cellulaires (enzymes protéiques, lipides et acides nucléiques) qui peuvent avoir
une conséquence directe dans les maladies neurodégénératives comme I'Alzheimer et les maladies
métaboliques telles que le diabéte. L'utilisation de médicaments inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase (AChE et BChE) est 1'approche thérapeutique
moderne préférée et la plus souhaitée pour controler les maladies neurodégénératives. Comme les
principales enzymes impliquées dans les pathologies de la maladie d'Alzheimer sont ' AChE et la
BChE, l'inhibition de chaque enzyme augmente la communication dans les voies cholinergiques
et réduit les signes de cette maladie. L utilisations des molécules synthétiques dans le traitement
de la maladie d'Alzheimer telles que la galantamine et la rivastigmine ont des effets secondaires
indésirables, y compris des troubles gastro-intestinaux, diarrhées, nausées, vomissements, perte
d'appétit entrainant une perte de poids, larmoiement, respiration irréguliére, faiblesse musculaire
et confusion. D'autre part, le traitement du diabete repose sur l'inhibition des enzymes glucidiques
ainsi que d'autres mécanismes tels que la réduction du taux de glucose et le maintien des
performances des cellules B. Il a été démontré que l'inhibition de I'a-amylase et de 1'a-glucosidase
est corrélée avec les augmentations du taux de glucose postprandial et réduit I'absorbance du
glucose dans I'intestin, limitant I'excursion du glucose dans le plasma. Le contrdle de l'activité de
ces enzymes diabétiques est une caractéristique essentielle du traitement du diabéte. Cependant, le
traitement du diabéte avec des médicaments tels que 1’acarbose n'est plus siir et sans effets latéraux.
En effet, les drogues synthétiques peuvent induire plusieurs symptomes indésirables comme des
flatulences excessives ou des selles molles, de la diarrhée et des nausées et des troubles
abdominaux (Mehta et al., 2012).

L’appareil digestif assure les besoins nutritionnels du corps (sucres, protéines, vitamines, eau
et électrolytes ...) en remplissant plusieurs fonctions importantes. Tout déséquilibre dans ces
fonctions conduit a diverses maladies, parmi ces troubles 1'ulceére gastrique et la diarrhée, ’'une des
maladies courantes qui touche I’appareil digestif résultant de la destruction de la couche muqueuse
du tractus gastro-intestinal. Cette destruction est induite par de nombreux facteurs, notamment le
tabagisme, la prise des médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens. C’est une maladie facile
a contracter et difficile a guérir, elle a de graves répercussions sur la santé de I’individu et peut
méme conduire a la mort. Son traitement est parfois difficile, selon la profondeur de 1’ulcere. Le

traitement par la médecine moderne est couteux, ce qui constitue un handicap pour le malade.
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En Algérie, plusieurs plantes et produits naturels sont utilisées pour traiter les maladies
inflammatoires, en particulier ’ulcere gastrique et la diarrhée (Gharzouli et al., 2002; Amira et al.,
2012; Benchikh et al., 2016). Ces dernie¢res années, les recherches sur les produits naturels
particuliérement avec des activités anti-Alzheimer et antidiabétiques dans les aliments et les
plantes médicinales sont augmentées. Les composés naturels possédent de nombreuses propriétés,
y compris l'activité anti-enzymatique de nombreuses enzymes clés telles que l'a-amylase, 1'a-
glucosidase, la tyrosinase, I'AChE et la BChE. Ils peuvent étre obtenus a partir de diverses
ressources naturelles telles que les produits du miel et du propolis, des micro-organismes tels que
les bactéries, les champignons et des plantes médicinales. Le mécanisme d'action de ces
métabolites est complexe et dépend du type d'action et de la cible. De ce fait, de nombreuses
recherches se concentrent sur des molécules dont le mode d'action inhibe I'assimilation du glucose
par l'organisme soit en agissant sur les enzymes dégradant le sucre, soit par la régulation de
l'absorption et du transport des sucres simples formés. D'autre part, ces métabolites sont également
connus comme des inhibiteurs et des modulateurs de I'activité de I'AChE tels que les dérivés du
xanthohumol, de la naringénine et de 1'acylphloroglucinol.

Plusieurs études sur les effets biologiques des plantes habituellement utilisées pour les remédes
traditionnels ont été menées pour améliorer la mémoire, prévenir les complications diabétiques et
protegent le tube digestive (Veerendra Kumar and Gupta, 2003; Abdel Kader, 2004; Loizzo et al.,
2008; Eidi and Eidi, 2009; Liu et al., 2015).

Le genre Salvia se trouve dans différents endroits de la péninsule arabique, de 1'Afrique du
Nord, du sud-ouest de 1'Asie, des iles Canaries, de la Mauritanie, du Niger, du Tchad, du Soudan
et de I'Ethiopie. Il pousse généralement sur des lits d'oueds de gravier, des roches basaltiques, des
sols sableux, des pentes basaltiques et calcaires ouvertes, bien adaptés pendant 1'été a I'extréme
ensoleillement et a la carence en eau (Will et al., 2015). Pendant longtemps, les plantes du genre
Salvia ont été utilisées a des fins alimentaires et en médecine populaire. Lors d'un dépistage des
plantes du genre Salvia, la plupart sont douées de puissants effets antioxydants, antimicrobiens
(Salah et al., 2006; Ben Farhat et al., 2013; Farjam et al., 2014; Belkhiri et al., 2017) anti-
cancéreux (Tohamy et al., 2016) anti-Alzheimer in vivo (Abdel Kader, 2004) anti-diabétiques
(Kasabri et al., 2014; Mahdizadeh et al., 2018) anti-inflammatoires (Al-Yousuf et al., 2002;
Imanshahidi and Hosseinzadeh, 2006).

Dans ce contexte, la présente étude visait a évaluer le contenu phytochimique et le potentiel de
deux extraits différents de la partie aérienne de S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri et de S.
argentea en tant qu'antioxydant, anti Alzheimer, agents modulateurs des enzymes diabétiques et

produits issus de la glycation en utilisant des méthodes in vitro. Elle visait également a tester la
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cytotoxicité de ces extraits sur des lignées cellulaires cancéreuses. L’effet de ces plantes sur le
mécanisme du transit intestinal et de la vidange gastrique est investigué en utilisant des
antagonistes des récepteurs muscariniques et des inhibiteurs de I’enzyme oxyde nitrique synthase.
L’effet protecteur contre I’ulcére gastrique induit par 1’éthanol des extraits de S. aegyptiaca et S.
verbenaca est évalué par le calcul des surfaces ulcérées et par étude des coupes histologiques et
en vérifiant la teneur du mucus gastrointestinal, des protéines et du glutathion, la peroxydation

lipidique et I’activité de 1’enzyme catalase.
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I.  Synthése Bibliographique
1. Organisation du tube digestif

L'appareil gastro-intestinal est un long tube musculaire qui s’étend de la bouche a lI'anus. La
paroi du tube digestif comprend quatre couches fondamentales qui sont la muqueuse, la sous-
muqueuse, la musculeuse et la séreuse (Fig.1) (Daniel et al., 2001).

En général la barriére du tube digestif comprend deux couches de muscles lisses. Une couche,
mince, externe de cellules arrangées le long du tube digestif forme la couche des cellules
musculaires lisses longitudinals. Perpendiculairement, une autre couche de cellules, plus épaisse,
forme la couche des cellules musculaires lisses circulaires (Hasler, 2006). L’épaisseur des deux
couches varie selon I’espece et la région du tractus gastro-intestinal. Chez certaines especes et dans
certaines parties du tube digestif, la couche musculaire circulaire est divisée en fine couche interne
et couche externe. Le plexus nerveux ganglionnaire, plexus myentérique (d’Auerbach) est située
entre la couche longitudinal et 1a couche circulaire, par contre, les deux couches circulaires interne
et externe sont séparées par le plexus nerveux non ganglionnaire, le plexus musculaire profond
(Furness, 2006; Furness et al., 2014). Sur la partie interne de la couche de muscles circulaires, se
trouve la sous muqueuse, qui est formée de tissu conjonctif qui relie la muqueuse a la troisiéme
tunique, la musculeuse. La sous muqueuse est richement vascularisée et contient du plexus
nerveux sous-muqueux ou plexus de Meissner, fibres du systéme nerveux autonome qui innervent
la musculaire muqueuse. Une autre couche fine appelée la musculaire muqueuse, sépare la
muqueuse de la sous muqueuse. L’épaisseur de cette couche varie en fonction de 1’espéce et de la
région du tube digestif (Fig. 2) (Olsson and Holmgren, 2001; Furness, 2006).

Généralement les cellules musculaires lisses sont des cellules longues minces avec un grand
noyau central, leurs propriétés morphologiques et physiologiques différent selon 1’espéce, la
région du tube digestif et la position dans la couche musculaire (Olsson and Holmgren, 2001). Les
cellules musculaires lisses communiquent entre elles par des jonctions de type Gap et plus

particulierement celles qui forment la couche musculaire circulaire (Daniel et al., 2001).
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Plexus myenterique

Muscles circulaires

Plexus musculaire profond
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ére
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Musculaire muqueuse

Figure 1. Histologie de la paroi intestinale (Furness ef al., 2014).

Figure 2. Présentation schématique de la paroi du tube digestif (Olsson et Holmgren, 2001).

M : muqueuse, MCe : muscles circulaires externe, MCi : muscles circulaires internes.SM : sous muqueuse,
PME : plexus myenterique, PMP : plexus musculaire profond, PSM : plexus sous muqueux.



Synthése bibliographique

1.1. Estomac

L’estomac est une sorte de poche ayant la forme J, il joue un réle de réservoir et broyeur des
aliments. C’est la partie la plus large du tube digestif, il s’agit d’un réservoir temporaire ou la
dégradation chimique des protéines commence et ou les aliments sont transformés en une bouillie-
crémeuse appelée chyme. L’estomac se trouve dans le quadrant supérieur gauche de la cavité
abdominale, presque caché par le foie et le diaphragme. Il comprend quatre régions: le fundus, le
cardia, le corps et le pylore (Fig. 3) (Seeley et al., 2003).

1.1.1. Fonctions de I’estomac

Les principales fonctions de 1’estomac sont: 1’accumulation, le malaxage et le mélange des
aliments déglutis, la sécrétion des sucs gastriques surtout I’enzyme protéolytique (pepsine, début
de la digestion des protéines) et le facteur intrinseque (glycoprotéine indispensable a la résorption
de la vitamine Bi2 par I’intestin) et I’acide chlorhydrique (HCI) quirend le pH du contenu stomacal
extrémement acide (de 1.5 a 3.5), ce qui permet a la pepsine de s’activer et d’agir dans des
conditions optimales. L’acidité contribue aussi a la digestion en dénaturant les protéines et en
dégradant la paroi cellulaire des végétaux et sert aussi a tuer de nombreuses bactéries ingérées

avec les aliments (Ulrich, 2004).
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Figure 3. Anatomie interne et externe de 1I’estomac (Marieb and Hoehn, 2008).
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1.1.2. Physiologie de la sécrétion acide

Les cellules pariétales sécrétent des ions hydrogéne (H") et des ions chlorure (CI') séparément
dans la lumiére de I’estomac. L’effet net est la sécrétion de 1’acide (HCl1). Les pompes a protons
actionnées par H'/ K™ ATPase fait passer les ions H' dans la lumiére par transport actif tout en
faisant entrer les ions potassium (K*) dans les cellules. Simultanément, les ions (CI') et (K™) sortent
des cellules par diffusion pour entrer dans la lumicre par des canaux de la membrane apicale.
Plusieurs stimulus peuvent faire augmenter la sécrétion de I’HCI par les cellules pariétales:
I’acétylcholine (ACh) libérée par les neurones parasympathiques; la gastrine sécrétée par les
cellules G et I’histamine libérée par les mastocytes du chorion voisin (Fig. 4) (Tortora and

Derrickson, 2007).

Pole basal
HCO3-

Pole apical Cellule Pariétale

Lumiére

HF |, HOw N1 @
PR - Sang
gastrique ; _ I l . " 5
H+ HaC O3 Na+ ‘.‘\i.l

Figure 4. Mécanisme de la sécrétion de ’HCl par la cellule pariétale (Tortora and Derrickson,
2007).

1.2. Innervation du tube digestif
1.2.1. Systéme nerveux

1.1.1.1 Systéme nerveux autonome

Le systéme nerveux autonome contrdle plusieurs fonctions viscérales, comme la circulation, la
respiration et la digestion, qui ne sont pas généralement sous le controle conscient. Il peut étre
divisé en trois grandes divisions, le cranien (parasympathique), le spinale (sympathique et
parasympathique) et le systéme nerveux entérique (SNE), considéré comme la troisiéme division
du systéme autonome et un systéme intrinseque du tube digestif (Furness et al., 2014).
1.1.1.2 Innervation extrinséque

L’innervation extrinséque du tube digestif implique le nerf cranien X (nerf vague, pour
I’estomac et I’intestin supérieur), les nerfs splanchniques (pour I’estomac et ’intestin) et le nerf
pelvien pour I’intestin distal (Blackshaw and Gebhart, 2002). Les neurones extrinséques peuvent
étre divisés en voies motrices (afférents) et sensorielles (efférents) des divisions parasympathiques
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et sympathiques. Les corps cellulaires des neurones extrinseques sont localisés dans la partie
caudale du cerveau, les ganglions sympathiques, les ganglions pelvéniques, les ganglions
sensoriels et la corde spinale sacrée (Fig. 5) (Furness, 2000).

Les voies motrices parasympathiques sont représentées par les branches de nerf vague qui
controle les fonctions de la motilité et de la sécrétion de Dl’intestin supérieur et les nerfs
parasympathiques sacrés qui contrdlent les fonctions du colon distal. Cependant, la majorité des
fibres dans le vague sont sensorielles avec leurs corps cellulaires dans les ganglions noueux. Ces
fibres transmettent les informations de 1’estomac et des organes périphériques vers le systéme
nerveux central (SNC) (Olsson et Holmgren, 2001). Les nerfs splanchniques sont sympathiques et
leurs corps cellulaires sont localisés dans les racines ganglionnaires dorsales. Ces neurones
contiennent la calcitonine gene-related peptide (CGRP) et la substance P. Les neurones afférents
splanchniques peuvent agir directement sur les systémes effecteurs tout preés par leurs

neurotransmetteurs libérés par leurs terminaisons périphériques (Sobczak et al., 2014).

1.1.1.3 Innervation intrinséque

Le systeme nerveux entérique (SNE) est constitué¢ de deux composants majeurs: le plexus sous
muqueux (plexus de Meissner) situé entre la couche interne de muscles lisses circulaires et la sous
mugqueuse, le plexus myentérique (plexus d’ Auerbach) qui relie entre la couche interne de cellules
lisses circulaires et la couche des muscles lisses longitudinals. Son rdle est important dans la
coordination entre les couches musculaires (Fig. 8) (Furness, 2006). Le systéme nerveux entérique
contient différentes classes des neurones: les neurones afférents primaires (PAN), les

motoneurones et les interneurones (Tab.1) (Furness and Sanger, 2002).
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Figure 5. Différentes efférences du systéme nerveux autonome (Blackshaw et Gebhart,
2002).

Neurones afférents primaires intrinséeques (IPAN)

Les IPAN sont des neurones sensoriels avec leur corps cellulaires situés entre les plexus de
tractus gastro-intestinal. Ces neurones innervent les couches musculaires et la muqueuse. Les
IPAN sont des transducteurs des stimuli physiologiques, comme le mouvement des villosités ou
la déformation de la muqueuse, la contraction du muscle intestinal et le changement dans la chimie
de contenu digestif. Les IPAN sont les premiers neurones intervenant dans les réflexes intrinseques
qui influent sur la motilité intestinale, la sécrétion de la muqueuse et le débit sanguin dans 1’intestin
(Furness et al., 2014). Les IPAN sont des neurones morphologiquement Dogiel type II et

electrophysiologiquement des neurones AH (Furness et Sanger, 2002).

Neurones efférents (moteurs, secretomoteurs, vasomoteurs)

Ces neurones contrdlent I’activité de contraction et de relaxation des muscles lisses, la
vasodilatation et le transport de 1’eau ou des électrolytes. Les neurones moteurs sont généralement
divisés en cinq types et plusieurs sous types. Ces cinqg types sont les neurones excitateurs, les
neurones inhibiteurs, les neurones secretomoteurs/vasodilateurs, les neurones secretomoteurs non

vasodilateurs et les neurones qui innervent les cellules endocrines (Fig. 6) (Furness, 2000).



Synthése bibliographique

Les motoneurones des muscles longitudinals sont les neurones les plus petits dans le plexus
myentérique. Leurs axones sont ramifiés dans ‘le plexus tertiaire’ 1i¢ sur la surface externe de la
couche des muscles lisses longitudinaux. La neurotransmission dans les muscles longitudinals et
cholinergiques excitatrice du fait que les muscles longitudinals sont presque tous immun-réactifs
a ’acétylcholine transférase (Lomax and Furness, 2000).

Les motoneurones excitateurs des muscles circulaires sont Dogiel types I. Ces neurones
recoivent des transmissions rapides nicotiniques et probablement des transmissions lentes qui
proviennent des neurones afférents primaires et représentent la seule classe des interneurones
ascendants cholinergiques. Ces neurones peuvent recevoir des transmetteurs excitateurs des
interneurones descendants (Kunze ef al., 1999; Lecci et al., 2002). Les motoneurones excitateurs
utilisent I’ACh comme transmetteur primaires et les tachykinines comme des co-transmetteurs qui
peuvent agir directement sur les muscles lisses (Furness et Sanger, 2002). Les motoneurones des
muscles circulaires sont des neurones Dogiel types I et regoivent des transmissions rapides
nicotiniques provenant des neurones afférents primaires et des neurotransmetteurs non
cholinergiques des neurones afférents primaires descendants (Kunze et al., 1999). Ces
motoneurones utilisent 1’oxyde nitrique (NO) comme neurotransmetteur inhibiteur majeurs
(Lomax et Furness, 2000). Cependant, il y a des substances qui jouent un réle de co-transmetteurs
comme la VIP, I’adénosine triphosphate (ATP), et le PACAP qui agissent directement sur les
muscles lisses ou indirectement par les cellules interstitielles de Cajal (ICCs) (Lomax and Furness,
2000; Alberti et al., 2007).

Orale Anale

v

Muscle longitudinal

Plexus myentérique

Muscle circulaire

Sous-muqueuse

Muqueuse

Figure 6. Différents neurones et leur fonction dans ’intestin gréle du cobaye (Furness et al.,
2004).

1- neurone sensoriel sous-muqueux, 2- neurone sensoriel myentérique, 3- neurone sécrétomoteur/ vasodilatateur
non-cholinergique, 4- motoneurone excitateur du muscle circulaire, 5- motoneurone inhibiteur du muscle circulaire,
6- neurone sécrétomoteur/ vasodilatateur cholinergique, 7- interneurone descendant (réflexe sécrétomoteur), 8-
interneurone descendant (réflexe de motilité) et 9- neurone sécrétomoteur/non-vasodilatateur
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Plusieurs types de cellules endocrines qui résident dans la muqueuse du tractus gastro-intestinal,
et a cause de la grande densité d’innervation de la muqueuse, la plupart de ces cellules ont des
fibres nerveuses dans des extrémités étroites. Les motoneurones innervent les cellules endocrines
entériques et contrdlent la secrétion gastrique, qui est sous I’influence des voies vagales et
gastriques intrinséques. La médiation de la neurotransmission par ces neurones est faite en part le
gastrin releasing peptide (GRP). Autres cellules endocrines sont sous le control neuronal comme
la libération du motilin (Furness, 2000). Les neurones secretomoteurs son subdivisés en neurones
cholinergiques et non-cholinergiques. Deux types de neurones secretomoteurs, ceux qui
contiennent le neuropeptide Y (NPY), et d’autres qui ont la calretinine. Les neurones
secretomoteurs utilise le VIP et le GRP comme transmetteurs primaires (Lomax et Furness, 2000;

Furness et Sanger, 2002).

Interneurones

Les interneurones sont classés en deux types, des interneurones qui ont une direction orale
‘ascendants’, et des interneurones qui ont une direction anale ‘descendants’ (Tab. 1). Un seul type
d’interneurone ascendant et trois types d’interneurones descendants ont été identifiés dans
I’intestin gréle du cobaye. Les interneurones ascendants sont cholinergiques et représentent le
trajet ascendant qui constitue le réflexe propulsif de Dlintestin (Kunze et al., 1999). Ces
interneurones présentent aussi le VIP, la sérotonine (5-HT), la somatostatine (SOM), les
tachykinines et les enképhalines D’autre part les interneurones descendants présentent le VIP, le
GRP, le NO, calbindin, la 5-HT et la calretinin (Lomax et Furness, 2000). Les trois types
d’interneurones descendants ont les codages chimiques suivants : ChAT/NOS/VIP, ChAT/SOM
et ChAT/5-HT (ChAT = acétylcholine transférase). Les études réalisées sur ces trois types
d’interneurones ont montré que le premier type est impliqué dans les réflexes locaux de la motilité,
le second type est impliqué dans la conduction des complexes myoélectriques migrants dans
I’intestin gréle. Le dernier type est impliqué dans les réflexes sécrétomoteurs (Furness et Sanger,

2002) (Tab. 1).
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2. Motilité intestinale

La motilité gastrointestinale inclue deux activités contractiles locales, la contraction tonique qui
assure le mélange des aliments et le péristaltisme qui induit la propulsion des aliments le long du
tube digestif (Olsson et Holmgren, 2000; Hasler, 2006). Le premier type de motilité est assuré par
la contraction du muscle lisse circulaire qui induit la segmentation de 1’intestin et mélange les
aliments, alors que la contraction du muscle longitudinal facilite le mouvement du bolus (Gwynne
et al., 2004; Hasler, 2006). La segmentation est le mouvement le plus important dans I’intestin
gréle, il consiste de plusieurs types de motilité qui apparaissent comme des séries de contraction
séparées par une phase de silence de I’activité contractile, ces types de motilit¢ sont les
contractions stationnaires et les contractions de petites longueurs de propagation (Gwynne et al.,
2004). Le péristaltisme propulse le chyme le long du tube digestif, il apparait aussi dans les
intestins soit qu’ils contiennent le chyme ou non, il est dépendant de la contraction et du tonus du
muscle lisse pour assurer sa maintenance et sa propagation (Spencer et al., 2001). Pour assurer ces
deux modeles de contraction (segmentation et péristaltisme) les deux types de muscles lisses ne
doivent pas se contracter au méme temps, il a été démontré que lorsque le muscle lisse longitudinal
se contracte le muscle lisse circulaire est relaché et I’inverse (Grider, 2003). Parallelement, lorsque
les muscles lisses circulaires et longitudinaux se contractent dans la partie anale il y a une
relaxation de ces muscles du coté anale ce qui assure la propulsion des aliments. Le péristaltisme
et la segmentation sont controlés par le systéme nerveux puisque le blocage de ce dernier par la
tétrodotoxine inhibe ces deux contractions (Spencer ef al., 2001; Gwynne et al., 2004). En effet,
le péristaltisme réside en une activation des réflexes ascendants excitateurs, détectés dans la
couche de muscle dans le coté oral du stimulus, et des réflexes descendants inhibiteurs détectés
dans le coté anal du stimulus. Dans la voie excitatrice, la transmission neuro-neuronale ascendante
et descendante est complexe et utilise d’autres neurotransmetteurs que I’ACh. La stimulation de
la muqueuse induit la libération de ’ACh et de I’ATP des voies excitateurs ascendantes et
descendantes qui forment des synapses avec les motoneurones excitateurs des muscles
longitudinaux et circulaires (Spencer ef al., 2000). Le reflexe descendant excitateur induit par la
distension semble impliquer deux voient neuronales séparées dans les muscles lisses. La 5-HT
peut étre le neurotransmetteur existant seulement dans les muscles circulaires, alors que ’ATP est
un neurotransmetteur présent dans les muscles lisses circulaires et longitudinaux. Cependant,
I’ACh semble avoir un role mineur comme neurotransmetteur dans cette voie de signalisation
(Monro et al., 2002).

Dans 1’¢état de jelne, il y a des contractions spontanées qui se produisent et se propagent en

direction anale et sont connues sous le nom de complexes moteurs migrants (MMC), ces
12
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contractions sont présentes dans 1’iléon (IMMC) comme dans le colon (CMMC) avec un intervalle
entre les contractions plus grand dans les IMMC que les CMMC (Bush et al., 2000). Les MMC
sont divisées en trois phases. La phase I est une phase de quiescence, constitue de 40 a 60% du
cycle de la contraction, suivie par la phase II qui est caractérisée par des contractions simples et
irréguliéres (de 20 a 30% du cycle de contraction) et la phase III qui est caractérisée par des
contractions rythmiques pendant une durée de cinq a dix minutes (Hasler, 2006). Les MMC
peuvent se produire spontanément ou par des dépolarisations cycliques a partir des cellules
spécialisées appelées les ICCs (Huizinga and Lammers, 2009). De méme, les MMC peuvent étre
générées par I’augmentation de la pression des fluides et que la période de quiescence entre les
MMC est controlée par la libération tonique NO (Powell ef al., 2003).

2.1. Contraction du muscle lisse du tractus gastro-intestinal

Le muscle lisse du tube digestif présente un tonus qui est imposé par des contractions
rythmiques induites par des ondes lentes. Ces dernieres sont des dépolarisations et repolarisations
cycliques de la membrane, générées par un réseau de cellules douées d’activité pacemaker. Ces
dépolarisations cycliques sont accompagnées par 1’augmentation de I’influx du calcium (Sanders
etal., 2016).

L’augmentation de la concentration du calcium intracellulaire peut étre le résultat de 1’entrée
du calcium extracellulaire et sa libération des réserves intracellulaires (Sanders, 2001; Wray et al.,
2005). Le calcium entre dans la cellule via les canaux calciques de type L et les canaux calciques
sensibles a la dihydropyridine, ces canaux sont activés par la dépolarisation de la membrane
plasmique. D’autres mécanismes de pénétration du calcium incluent les canaux cationiques non-
sélectifs (NSCC) activés par les agonistes des récepteurs muscariniques et la pénétration
capacitative du calcium (So and Kim, 2003). Le Ca*" entré va ensuite entrainer une libération
massive du calcium via un mécanisme (calcium induced calcium release, CICR) suite a I’activation
de récepteur de la ryanodine (Sanders, 2001; Ma et al., 2003).

L’augmentation de la concentration du calcium peut étre stimulée par le couplage pharmaco-
mécanique qui induit la libération du Ca?" intracellulaire (Fig. 7), ce processus implique des
récepteurs qui activent la phospholipase C (PLCP) en libérant I’IP3 et le diacylglycérol (DAG)
(Sanders, 2001). L’IP3 libéré va a son tour libérer le calcium des réserves sarcoplasmiques en
activant les canaux récepteurs de I’IP3 (McCarron et al., 2002). Le calcium peut étre aussi libéré
des réserves intracellulaires via les récepteurs de la ryanodine. En effet, 1’activation de ces
récepteurs par la caféine et la ryanodine augmente la concentration du calcium intracellulaire

conduisant a la contraction musculaire (Hashitani et al., 2001).

13



Synthése bibliographique

Cannaux calciques membranaires

/ Agosniste

Figure 7. Principales voies d’entrée et de libération du calcium (Touyz et al., 2018).

La majorité du calcium pénétre a I’intérieur de la cellule musculaire lisse via les canaux calciques sensibles a la
dihydropyridine. Une fois la concentration du calcium intracellulaire est élevée, différents mécanismes
interviennent dans le maintien de ’homéostasie. Les pompes calciques du réticulum sarcoplasmique (SERCA)
jouent un réle important dans la séquestration du calcium, tandis que les pompes calciques de la membrane
plasmique et les protéines échangeuses Nat/Cat+ éjectent le calcium dans 1’espace extracellulaire. CCVD :
Canaux calciques voltage dépendants, IP3: inositol triphosphate, NCE: échangeur Na+/Ca++,
PIP2:phosphatidylinositol 4,5-biphosphate, PLC: phospholipase C, PMCA: pompe calcique de la membrane
plasmique, R: récepteur, RCPG : récepteurs couplé a la protéine G, R-IP3: récepteur de I’'IP3, RS: réticulum
sarcoplasmique, RYR: récepteur de la ryanodine, SERCA: calcium-ATPase du réticulum sarcoplasmique.

2.2. Régulation de la contraction

La contraction musculaire est réalisée par le glissement des filaments d’actine et de myosine
les uns par rapport aux autres, ce mouvement nécessite du Ca>* et de ’ATP. Le Ca" est un second
messager fondamental dans les cellules musculaires lisses. L’augmentation de sa concentration
cytosolique conduit a la phosphorylation de la chaine Iégere de myosine (MLCa0) qui constitue le
stimulus primaire de la contraction (Murthy, 2006; Sanders, 2008). Le changement de la
conformation des té€tes de myosine induit par la phosphorylation de la chaine 1égere de myosine
(MLC20) augmente la possibilité de I’actine d’activer la Mg**/ATPase de la myosine qui hydrolyse
I’ATP dans les tétes de myosines (Fig. 8). L’interaction entre 1’actine et la myosine résulte en

génération de la force contractile du muscle. La durée de la phosphorylation de la MLCyg refléte
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un équilibre entre 1’activité de la Kinase de la chaine 1égére de myosine (MLCK) et celle de la
phosphatase de la chaine légeére de myosine (MLCP) qui phosphoryle et déphosphoryle
respectivement la MLCyo (Sanders, 2008; Perrino, 2016). La phosphorylation de la MLC pendant
la contraction initiale transitoire induite par les agonistes est médiée par la MLCK dépendante du
complexe Ca®*/calmoduline, alors que la phosphorylation de la MLC2y pendant la contraction
soutenue est médiée par la MLCK indépendante du Ca®" et I’inhibition de la MLCP. La
déphosphorylation de la MLC» résulte de 1’action de la protéine kinase dépendante de I’AMPc
(PKA) et la protéine Kinase dépendante de la GMPc (PKG) conduisant a la relaxation des muscles
lisses (Bitar et al., 2012). Les récepteurs qui initient la phosphorylation de la MLC» sont des
récepteurs couplés a la protéine G. L’activation d’un récepteur couplé a la protéine G par un
agoniste contractile tel que 1’ACh, le carbachol ou la motiline initie plusieurs voies de signalisation
qui induisent la dépolarisation membranaire et 1’augmentation de I’influx du Ca®" a travers les
canaux Ca®" voltage dépendants et les canaux cationiques non sélectifs, active la MLCK et inhibe
la MLCP via la protéine kinase C (PKC), la Rho kinase et la libération de I’acide arachidonique
(Takeuchi et al., 2001; So and Kim, 2003; Huang et al., 2005; Sarna, 2006). L.’acide arachidonique
a son tour peut subir des transformations pour former les prostaglandines (PGs) et les leucotriénes
qui induisent la contraction en se fixant sur des récepteurs couplés a la protéine G (Harnett ef al.,
2005).

En effet, ’activation des récepteurs muscariniques active la PLCg qui hydrolyse le PIP; de la
membrane plasmique en IP; et diacylglycérol (DAG), le DAG active a son tour la PKC alors que
I’IP; va se fixer sur les canaux calciques récepteurs de 1’IP3 localisés sur la membrane du réticulum
sarcoplasmique libérer le Ca?* (Balemba et al., 2006). Le calcium dans le milieu intracellulaire va
former un complexe avec la calmoduline (chaque molécule de calmoduline fixe quatre ions de
Ca?"), la fixation du calcium induit un changement de la conformation de la calmoduline qui va
interagir avec la kinase de la MLCK. Une fois activée, la MLCK phosphoryle la MLCyo sur la
sérine 19 et donc la contraction du muscle (Perrino, 2016). En paralléle, I’activation de la PKC
induit la phosphorylation de variété de protéines impliquées dans la transduction du signal et la
contraction musculaire (Murthy, 2006; Bitar et al., 2012). Le PKC induit la contraction en
induisant la phosphorylation de la MLCy¢ via I’activation de la CPI-17, un inhibiteur de la MLCP
(Huang et al., 2005; Murthy, 2006). La PKC peut aussi moduler I’activité des canaux ioniques
incluant les canaux potassiques activés par I’ATP et les canaux potassiques activés par le calcium
(Barlow et al., 2000; Zhang et al., 2012).

Les petites protéines G (RhoA et Ras) contribuent également dans la contraction musculaire en

induisant la phosphorylation de la MLC»o, cela résulte de I’activation de la Rho-kinase et la MAPK
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(mitogen-activated protein kinase) (Yousufzai et al., 2000; Mori and Tsushima, 2004; Quinn e?
al., 2006). Le maintien de la contraction et la phosphorylation de la MLCy est initi¢ par
I’activation des récepteurs couplés a la protéine Gq/13, cette protéine G active la RhoGEFs (Rho-
specific guanine nucleotide exchange factors) qui permet d’échanger GDP en GTP. La
translocation de la RhoA activée initie deux voies de signalisation impliquant la Rho-kinase et la
PKC (Murthy, 2006). La Rho-kinase phosphoryle la sous-unité régulatrice MYPT1 en induisant
sa dissociation de la sous-unité catalytique PPlc et son inhibition, ce qui conduit a la
phosphorylation de la MLC»o et la contraction du muscle lisse (Huang et al., 2005).

Dans le tube digestif la relaxation du muscle lisse induite par les agonistes de la relaxation
comme le VIP, le pituitary adenylyl cyclase-activating peptide (PACAP) est médiée par des
récepteurs couplés a la protéine G. Le VIP en se fixant sur les récepteurs VPAC2 active la protéine
Ga qui a son tour active ’adényl cyclase, ce qui augmente la concentration de I’AMPc et
I’activation de la PKA. Le PACAP agit sur les récepteurs NPR-C (natriuretic peptide clearance
receptors) en activant la NOS pour former le NO. Le NO diffuse dans la cellule pour activer la
guanyl cyclase soluble, ce qui augmente la concentration du GMPc et I’activation de la protéine
kinase G (PKG) (Olsson and Holmgren, 2001; Bitar et al, 2012). La PKA induit
I’hyperpolarisation de la membrane en activant des canaux potassiques. La PKG inhibe la
libération du Ca?" intracellulaire et stimule sa séquestration respectivement par la phosphorylation

des récepteurs de I’IP5 et la pompe Ca**/ATPase du réticulum sarcoplasmique (Murthy, 2006).
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Figure 8. Voies de la génération de la contraction dans les cellules musculaires lisses
circulaires (Sarna, 2006).
AA: acide arachidonique; CaM: calmoduline; CPI-17 : inhibiteur endogéne de la MLCP de 17 KDa; cPLA2:
phospholipase A2 cytosolique; DAG: diacylglycérol; GEFs: facteurs d’échange de nucleotide guanylique; MYPT1:
sous-unité régulatrice de la MLCP; PIP,; phosphatidyl inositol 4,5,-biphosphate; PP1¢: sous-unité catalytique de la
MLCP; RGCC: canaux Ca?' récepteur-dépendants; RhoA-GDI: inhibiteur de dissociation de la guanine; SR:
réticulum sarcoplasmique; VGCC: canaux Ca?* voltage dépendants.

La PKA et la PKG inhibent les canaux calciques, activent la protéine RGS (regulator of G
protein signaling) qui inhibe les récepteurs Goq conduisant a la I’inactivation de la PLC-P3 et
I’inhibition de la libération du calcium par I’IP3;. De méme, la PKA et 1a PKG inhibent directement
la RhoA et bloquent la phosphorylation de la MYPTI par la Rho-kinase, conduisant a
I’augmentation de 1’activité de la MLCP qui dephosphoryle la MLC2o et relache le muscle lisse.
De plus, I’activité de la MLCK est diminuée par I’action de la Ca?*/Calmoduline dépendante de la
protéine kinase II et par la p21-activated kinase (Fig. 9) (Murthy, 2006; Bitar et al., 2012).

Les canaux ioniques jouent un réle important dans la régulation de 1’excitabilité de la cellule
musculaire, ces deux canaux sont les canaux potassiques et les canaux a chlore. Ces canaux sont
activés par ’augmentation du calcium intracellulaire; ’activation des canaux a chlore induit la
sortie du CI" et donc la dépolarisation de la membrane. Par contre, I’activation des canaux

potassiques sensibles au calcium entraine une sortie du K* et donc I’hyperpolarisation (Sanders,
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2001). Cette hyperpolarisation des muscles est accompagnée par la réduction de ’entrée du Ca?*
et a la relaxation des muscles lisses (Shieh et al., 2000) (Fig. 10). Il y a au moins trois familles des
canaux potassiques activés par le calcium: les canaux potassiques de large conductances (BK), les
canaux potassiques de petite conductance (SK) et les canaux potassiques a conductance
intermédiaire (IK); le classement des ces canaux est basé sur le la différence dans les propriétés
physiologiques et pharmacologiques (Shieh ef al., 2000; Vogalis, 2000). Les canaux BK sont
activés par I’acide niflumique et inhibée par le tetraétyhlammuonium (TEA), I’iberiotoxine, le
charybdotoxine et le paxilline. Cependant, les canaux SK sont insensibles au TEA et inhibés par
I’apamine et le déqualinium (Castle, 1999). Les canaux IK sont des canaux indépendants du
voltage et insensible au TEA, ils sont activés par le chlorzoxazone et zoxazolamine et inhibés par
la charybdotoxine et le clotrimazole (Shieh et al., 2000).

D’autres canaux potassiques contribuent dans le controle de I’excitabilité et la contraction
musculaires incluant les canaux potassiques voltage-dépendants et les canaux potassiques
sensibles a I’ATP (Vogalis, 2000; Imai et al., 2001). Le blocage de ces canaux potassiques induit
la dépolarisation de la membrane et la contraction du muscle lisse, cette derniére résulte de 1’entrée

du calcium par les canaux calciques voltage-dépendants (Dong et al., 2005).
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Figure 9. Cibles moléculaires de la PKA et la PKG pendant la relaxation du muscle lisse

(Sarna, 2006).

La PKA et le PKG inhibent les canaux calciques, les canaux potassiques et activent la protéine RGS qui inhibe les
récepteurs Guq conduisant a la ’inactivation de la PLC-f et I’inhibition de la libération du calcium par I’IP3;. La
PKA et la PKG inhibent directement la RhoA et bloquent la phosphorylation de la MYPT1 par la Rho-kinase,
conduisant a I’augmentation de 1’activité de la MLCP qui dephosphoryle la MLC» et relache le muscle lisse. Le
PKG inhibe la libération du calcium des réserves intracellulaires par I’inhibition des récepteurs de I'IP3 et
Pactivation de Ca?>*/ATPase. MLC: chaine légére de myosine; CaM: calmoduline; cPLCPB: phospholipase CB
membranaire; GEFs: facteurs d’échange de nucleotide guanylique; MYPT1: sous-unité régulatrice de la MLCP;
PPlc: sous-unité catalytique de la MLCP; ROCK: Rhokinase; SR: réticulum sarcoplasmique; RGS (regulator of G
protein signaling); PIP,: phosphatidyl inositol 4,5,-biphosphate; IP3: phosphatidyl inositol 1,4,5,-triphosphate.
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Figure 10. Role des canaux potassiques BK, SK et IK dans le controle de la contraction

musculaire (Ledoux et al., 2006).

Les SK et les IK sont exprimés sur la membrane de la cellule, I’activation de ces canaux peut conduire a la relaxation
du muscle. L’hyperpolarisation de la membrane de la cellule endothéliale induit I’entrée du calcium a travers les
récepteurs du potentiel, cette hyperpolarisation est transmise a la cellule musculaire adjacente. L’augmentation de
la concentration du calcium intracellulaire active la NOS et la PLA2 pour former le NO (monoxyde d’azote) et la
prostacycline qui peuvent induire la relaxation du muscle. L hyperpolarisation transmise a la cellule musculaire
inhibe I’entrée du calcium via les canaux calciques voltage dépendant (VDCC) conduisant a 1’inhibition de la
contraction. L’augmentation de la pression intracellulaire conduit a la dépolarisation de la membrane, 1’entrée du
calcium a travers les VDCC, la libération du Ca®" intracellulaire et la contraction; toutes ces voies sont inhibées par
les BK activés par le Ca>".

2.2.1. Neurotransmetteurs de la contraction

L’ ACh est le neurotransmetteur majeur du systeme nerveux entérique de I’intestin (Lecci et al.,
2002). L’activation des récepteurs de I’ACh localisés au niveau des motoneurones excitateurs
permet la libération du neurotransmetteur au niveau de la fente synaptique pour induire la
contraction du muscle lisse. Par contre, ’activation de ces récepteurs avec le dimethyl
phenylpiperazinium induit la relaxation du muscle lisse du colon (Benabdallah ef al., 2008).
L’ACh libérée réagit avec ses récepteurs spécifiques localisés sur la cellule musculaire ou est
hydrolysé dans la fente synaptique par 1’action de 1’acétylcholinestérase (AChE). L’inhibition de
I’ AChE par des inhibiteurs spécifiques (néostigmine) provoque I’accumulation de I’ACh dans les
jonctions neuromusculaires pour stimuler la contraction (Benabdallah and Gharzouli, 2015).

Dans le tube digestif, I’AChE agit principalement via les récepteurs muscariniques M2 et M3
pour induire la contraction des muscles lisses (Ehlert, 2003). Dans les muscles lisses de I’iléon, du
coOlon, de I’estomac et de la vessie la densité des récepteurs muscariniques de type M2 est trois

fois supérieure de celle de type M3 dans la plupart des especes incluant I’homme; cependant, la
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contraction musculaire de I’intestin et de la vessie est principalement mediée par les récepteurs de
type M3 (Uchiyama and Chess-Williams, 2004). En effet, I’activation des récepteurs M3 couplés
a la protéine G induit la production de I’IP3 et le DAG via I’activation de la PLC (Sales et al.,
1997; Yousufzai et al., 2000). L’IP3 induit la libération du calcium des réserves intracellulaires
par son action sur les récepteurs de I’IP3 (McCarron et al., 2002).

Les récepteurs M2 couplés a la protéine Gi aboutissent a I’inhibition de 1’activité de I’adenylate
cyclase et la diminution de I‘AMPc aboutissant a la contraction du muscle lisse (Sales et al., 1997).
De plus, I’activation de ces récepteurs induit I’ouverture des canaux cationiques non sélectifs et
les canaux calciques de type L (Jin et al., 2002). En addition de I’ACh, I’ATP semble jouer un rdle
important dans la transmission neuro-neuronale excitatrice au niveau des muscles longitudinaux
et circulaires en agissant sur les récepteurs P2X et P2Y (Spencer et al., 2000). L’ATP est aussi
impliquée dans la transmission nerveuse via les récepteurs P2Y présents sur les neurones
entériques puisque l’activation de ces derniers induit la libération de I’ACh des neurones
excitateurs (Sawyer et al., 2000). Dans les cellules musculaires lisses du célon du cobaye, la
contraction induite par I’ATP est réduite par I’inhibition de la PLC et elle est abolie par la déplétion
des réserves internes du Ca®", indiquant la participation des récepteurs P2Y de I’ATP dans cette
réponse (Zizzo et al., 2008).

Les tachykinines constituent une famille de neuropeptides qui regroupe la substance P, la
neurokinine A et la neurokinine B qui activent respectivement les récepteurs NK1, NK2 et NK3
(Leccti et al., 2002). Les récepteurs des tachykinines sont présents dans les neurones entériques,
les ICCs, I’épithélium, le muscle lisse du tube digestif et la vessie (Tramontana et al., 1998; Holzer
and Holzer-Petsche, 2001; Mule ef al., 2007). Les récepteurs NK1 sont localisés dans les neurones
myentériques cholinergiques et nitrergiques et sur les cellules musculaires, alors que les récepteurs
NK2 semblent étre localisés seulement sur les cellules musculaires du colon proximal de souris et

du rat (Mule et al., 2007).
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Tableau 1. Neurones entériques et leurs transmetteurs et récepteurs (Furness et Sanger, 2002).

Transmetteurs

Récepteurs

Motoneurones excitateurs du muscle
circulaire

Motoneurones inhibiteurs du muscle
circulaire

Motoneurones excitateurs du muscle
longitudinal
Motoneurones inhibiteurs du muscle
longitudinal

Interneurones ascendants

Interneurones descendants (réflexe
local)

Interneurones descendants (réflexe
sécrétomoteur & contrdle du muscle
circulaire)

Interneurones descendants
(complexes myoélectriques
migrants)

Neurones afférents primaires
intrinséques myentériques
(neurones sensoriels)

Neurones intestinofuges

Motoneurones excitateurs de la
musculaire muqueuse
Motoneurones inhibiteurs de la
musculaire muqueuse

Motoneurones des cellules
endocrines intestinales

Neurones sécrétomoteurs/
vasodilatateurs non-cholinergiques
Neurones sécrétomoteurs/
vasodilatateurs cholinergiques
Neurones sécrétomoteurs/
nonvasodilatateurs cholinergiques

Neurones afférents primaires
intrinséques sous-muqueux
(neurones sensoriels)

Neurones myentériques

Pour toutes les régions:

Ach transmetteur fondamental, TK
est un co-transmetteur

Différents co-transmetteurs avec
une importance variante: NO, ATP,
VIP, PACAP

ACh transmetteur fondamental, TK
co-transmetteur

Différents co-transmetteurs avec
une importance variante: NO,ATP,
VIP, PACAP

ACh transmetteur fondamental,
ATP peut étre co-transmetteur

ACh transmetteur fondamental,
ATP peut tre co-transmetteur
ACh et 5-HT transmetteurs
Fondamentaux

ACh transmetteur fondamental

Transmission lente :TK,
transmission rapide: ACh

ACh transmetteur fondamental, la
transmission lente via VIP

ACh transmetteur fondamental

La pharmacologie de la
transmission parait étre similaire
aux autres motoneurones entériques

Par exemple: les neurones innervant
les cellules G

Neurones sous-muqueux
VIP transmetteur fondamental
ACh transmetteur fondamental

ACh transmetteur fondamental

Transmetteurs ACh et peut étre TK

Muscarinique: récepteurs M2 et M3
TK: récepteurs NK1 et NK2

NO: GMPc

ATP: récepteur P2Y

VIP & PACAP: récepteurs VPACI,
VPAC2 et PAC 1

Muscarinique: récepteurs M2 et M3
TK: récepteurs NK1 et NK2

NO: GMPc

ATP: récepteur P2Y

VIP & PACAP: récepteurs VPACI1
VPAC2 et PAC1

Récepteurs nicotiniques

Certains évidence pour les
purinocépteurs

ACh: récepteurs nicotiniques

ATP: récepteur P2X et peut étre 2Y
ACh: récepteurs nicotiniques

5-HT: récepteurs 5-HT3

ACh: récepteurs nicotiniques

Excitation rapide: nicotinique vers
les interneurones et les

otoneurones

Excitation lente: TK a des écepteurs
NK3 a d’autres IPANSs et a des
récepteurs NK1 aux interneurones
ACh: récepteurs nicotiniques

Muscarinique

NO: GMPc

ATP: récepteurs P2Y

VIP & PACAP: récepteurs VPAC
et VIP

GRP est transmetteur des cellules a
Gastrine

Récepteurs VPAC
Muscarinique

Muscarinique

Nicotinique
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La 5-HT est stockée et libérée par les cellules entérochromaffine et les neurones entériques
cholinergiques (Schworer et al., 1987; Lomax et Furness, 2000; Mitsui et al., 2006). Elle participe
dans la transmission excitatrice a travers les récepteurs 5-HT3 localisés sur les neurones
cholinergiques (Furness et Sanger, 2002). Les récepteurs de la 5-HT sont détectés dans diverses
régions du tractus intestinal du rat et de la souris y compris le jéjunum, 1’iléon et le colon (Chetty
et al., 2006). Dans des préparations circulaires du cbélon humain, les récepteurs 5-HT3
n’interviennent pas dans la contraction ou la relaxation du muscle lisse; par contre, les récepteurs
5-HT4 et 5-HT7 jouent un réle dans la médiation de la relaxation du muscle lisse (Irving et al.,
2007).

2.2.2. Neurotransmetteurs de la relaxation

Bien que I’ATP soit impliquée dans la neurotransmission excitatrice, elle est aussi un
neurotransmetteur inhibiteur non adrénergique non cholinergique (NANC) de la contraction du
muscle lisse de 1’iléon de I’homme et du rat, cela est le résultat de I’activation des récepteurs P>
purinergiques (Benko et al., 2006; Undi et al., 2006). Dans le muscle lisse de 1’iléon et du jéjunum
du cobaye, I’ATP induit la relaxation en activant le potentiel de jonction inhibiteur ainsi il diminue
le Ca?" intracellulaire nécessaire a la contraction (Waseda et al., 2005; Wang et al., 2007). De
plus, I’ATP induit une hyperpolarisation de la membrane, ceci est le résultat de 1’activation des
canaux potassiques sensibles a I’ATP (Lorenz et al., 1992; Pluja et al., 1999).

Le NO est considéré comme étant le principal neurotransmetteur inhibiteur (Ueno ef al., 2004;
Benko et al., 2005). Dans le tube digestif trois types de NOS sont identifiés, la NO synthase
neuronale (nNOS), la NO synthase endothéliale (eNOS) et la NO synthase inductible (iINOS)
(Teng et al., 1998). Le NO est produit dans les neurones entériques a partir de la L-arginine par la
nNOS et agit comme un neurotransmetteur inhibiteur intercellulaire (Xue et al., 2000).
L’inhibition de la NOS par le N-methyl-L-arginine ester (L-NAME) augmente la fréquence et
I’amplitude des contractions du muscle circulaire du colon de rat (Mule et al., 1999). Dans les
cellules musculaires lisses, le NO ou le sodium nitroprussiate (SNP), un donneur du NO, induisent
I’hyperpolarisation de la membrane et relachent le muscle lisse en activant la gauanylate cyclase,
cette effet est inhibé par le L-NNA, un inhibiteur de la NOS, et par le 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
a]quinoxaline-1-one (ODQ), un inhibiteur de la guanylate cyclase (Keef et al., 1997; Franck et al.,
1997; Ueno et al., 2004). Dans le muscle longitudinal de I’iléon du cobaye, le S-nitro-Nacetyl-
DL-penicillamine (SNAP), un donneur du NO, hyperpolarise la membrane par 1’activation des
canaux potassiques activés par le calcium par le GMPc (Goyal et He, 1998).

Le SNP et le SNAP peuvent agir en activant la guanylate cyclase et donc 1’augmentation du

GMPc (Boyer et al., 1998; Smith and McCarron, 1998). De plus, le NO libéré des donneurs du
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NO augmente le recaptage du calcium dans le réticulum sarcoplasmique menant a la relaxation du
muscle lisse du fundus gastrique (Petkov et al., 1998).

La libération endogéne du NO inhibe la transmission cholinergique, cela est le résultat de
I’inhibition de la libération de I’ ACh des neurones cholinergiques (Mang et al., 2002; Kilbinger et
al.,2002). Par contre, le NO augmente la libération de I’ ACh dans le fundus du cobaye mais réduit
la réponse du muscle lisse a I’ACh (Sotirov et al., 1999). Le L-NNA augmente la libération de
I’ ACh induite par la stimulation électrique et la contraction induite avec les plexus myentériques
intactes des souris déficientes de eNOS. Par contre, le L-NNA ne modifie pas la libération de
I’ACh et la contraction de muscle lisse des souris déficientes de nNOS. Ces données montrent que
c’est le nNOS et non pas le eNOS qui est I’enzyme responsable de I’inhibition de la libération de
I’ACh par le NO (Mang et al., 2002).

Le VIP et son homologue, le PACAP sont des neurotransmetteurs inhibiteurs libérés a partir
des fibres NANC. Ces neuropeptides induisent la relaxation du muscle gastrointestinale en
agissant sur le méme type de récepteurs (Parkman et al., 1997). La relaxation induite par le VIP
est le PACAP est le résultat de I’hyperpolarisation de la membrane (Pluja et al., 2000). Dans le
cas du PACAP, I’hyperpolarisation membranaire induite est due a ’ouverture des canaux
potassiques sensibles au calcium. Elle est médiée par 1’activation des tyrosines kinases et
accompagnée par une diminution du Ca** intracellulaire (Takeuchi et al., 1999). Dans le muscle
longitudinal et circulaire de I’intestin gréle des souris ’application de VIP en présence de I’ODQ
diminue la relaxation induite par le VIP, suggérant que le VIP augmente la concentration du GMPc
pour induire la relaxation du muscle lisse (El-Yazbi et al., 2007). Il a été démontré que la libération
du VIP et le PACAP active le eNOS et augmente la concentration du GMPc (Lecci et al., 2002).
De plus, le VIP augment le taux de I’AMPc qui active la PKA conduisant a I’activation des canaux
potassiques et la relaxation du muscle lisse du colon (Kishi ez al., 2000).

Dans le systéme nerveux entérique, la localisation de I’héme oxygénase type 2 (HOz), une
enzyme biosynthétique du CO, et la suppression génomique de cette enzyme, qui induit la
perturbation de la fonction intestinale du jéjunum de souris, expliquent que le CO est un
neurotransmetteur du systeme nerveux entérique (Xue et al., 2000). L’héme oxygénase utilise la
cytochrome P450 réductase et une molécule d’oxygene pour donner un électron utilisé dans
I’oxydation de ’héme en biliverdine, le fer ferreux (Fe*") et le CO (Baranano et Snyder, 2001;
Gibbons et Farrugia, 2004). Le CO induit la relaxation du muscle lisse de I’estomac en augmentant
la conductance des canaux potassiques, cet effet revient a la synthese du GMPc qui active la PKG

et a la diminution de la libération du calcium des réserves intracellulaires (Kadinov et al., 2002).
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L’augmentation du taux du GMPc par le CO est aussi notée dans le jéjunum de la souris (Xue et

al., 2000).
2.3. Cellules interstitielles de Cajal

Généralement, le potentiel membranaire des cellules musculaires lisses du tube digestif
présente des dépolarisations cycliques rythmiques, appelées ondes lentes, qui provoquent des
contractions cycliques des muscles lisses. L origine de ces ondes lentes sont les ICCs (Interstitial
Cajal cells) (Dickens et al., 1999). Les ICCs découvertes par Ramon y Cajal en 1911, sont des
composants accessoires primitifs qui peuvent modifier la contraction des muscles lisses et eux-
mémes sujet de régulation des neurones principales (Wang et al., 2000; Streuckter et al., 2007).
Les ICCs sont des cellules mésenchymateuses interposés entre le system nerveux entérique et les
cellules musculaires lisses, avec des petits corps cellulaires et plusieurs processus ¢longés, elles
développent de nombreuses ramifications interconnectées pour former un réseau et communiquent
entre elles et avec les cellules musculaires lisses par des jonctions de type gap (Daniel et Wang,
1999; Kobilo ef al., 2003). Ces cellules sont classées en différentes classes selon leur morphologie
et leur location anatomiques (Thuneberg, 1999).

Dans plusieurs régions du tube digestif, un réseau des ICCs relie entre les deux couches
musculaire lisses longitudinals et circulaires dans la région myentrique, ces ICCs sont appelées
ICC-MY (myenterique) (Horiguchi et al., 2001). Un deuxieme groupe des ICCs a une localisation
intramusculaire sont les ICCs intramusculaire (ICC-IM) (Fig. 11) (Burns ef al., 1996). Les ICC-
IM sont trouvées sur tous les niveaux de tube digestif; dans I’intestin gréle, les cellules
interstitielles de Cajal forment un deuxiéme réseau entre les couches internes et externes des
cellules musculaires lisses circulaires, ces cellules sont appelées les ICCs de plexus musculaire
profond (ICC-PMP) (Wang et al., 2003). Dans 1’estomac et au niveau de 1’antrum, les ICC-IM
sont largement distribuées dans la couche des cellules musculaires circulaire et avec distribution
moindre dans la couche des cellules musculaires longitudinals. Dans le fundus le réseau des ICC-
MY est absent, mais les ICC-IM sont largement distribuées dans les couches des cellules
musculaires circulaires et longitudinals (Burns ef al., 1996). Dans le colon, il y a une population
des ICCs localisées sur la surface de la sous muqueuse des cellules musculaires lisses circulaires,
ces cellules sont appelées ICCs de plexus sous muqueux (ICC-PSM), mais les ICC-PMP sont
absentes dans toutes les parties du colon distal (Okishio et al., 2005).

Les ICCs sont considérées comme des cellules pacemakers et peuvent étre impliquées dans la
neurotransmission dans les tissus périphériques ainsi que dans la génération et la propagation des
ondes lentes (Dickens et al., 1999; Wang et al., 2003). La fonction pacemaker des ICCs est
confirmée par plusieurs études. Ces ICCs pacemakers génerent des ondes électriques lentes, qui
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consistent en une dépolarisation réguliere résultant d’une augmentation rapide du potentiel avec
une longue durée du plateau suivie par une repolarisation. Ces ondes lentes sont passivement
transmises aux cellules musculaires lisses (Dickens et al., 1999; Kito et al., 2005; Kito et Suzuki,
2007). Les courants entrants rythmiques spontanés dans les ICCs qui sont a la base de 1’activité
pacemaker de I’intestin sont liés a cette oscillation du Ca*" (Torihashi et al., 2002). L’activité
pacemaker des ICCs dépend de I’entrée du calcium via les canaux calciques de type L et a la
libération du Ca*' des réserves intracellulaires (Boddy et Daniel, 2005; Kito et al., 2005).
Seulement quelques classes des ICCs jouent un rdle pacemaker, par exemple dans 1’estomac
I’activité pacemaker est une fonction des ICC-MY et ICC-IM, alors que dans I’intestin gréle, elle

revient aux ICC-MY et dans le colon aux ICC-PSM (Edwards et Hirst, 2005; Alberti et al., 2005b).

Ganglion myenterique

Frocessus neuronal enterique

Figure 11. Réseau des cellules interstitielles de Cajal (Hirst, 2001).

ML: muscle longitudinal, MC: muscle circulaire, ICC-MY: cellules interstitielles de Cajal localisées dans le plexus
myentérique, ICC-IM: cellules interstitielles de Cajal localisées entre les fibres musculaires circulaires, ICC-PMP:
cellules interstitielles de Cajal localisées au niveau de Plexus musculaire profond.

3.  Ulceére gastrique

L’ulcére gastrique désigne un ensemble d’affections ulcéreuses de la partie supérieure du tube
digestif, touchant essentiellement 1’estomac et la partie initiale du duodénum (bulbe), dans lequel
la participation de 1’acide et de la pepsine dans la pathogénie est fondamentale. Les principales

formes d'ulcere peptique sont l'ulcere duodénal et 1'ulcere gastrique (Roy, 2016).
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3.1. Physiopathologie de I’ulcére gastrique

L’ulcere, qu’il soit gastrique ou duodénal se définit en anatomo-pathologie comme une perte
de substance muqueuse allant au-dela de la couche musculaire muqueuse (Fig. 12). Il guérit en
laissant une cicatrice. On le différencie des érosions, abrasions, exulcérations superficielles qui
n’atteignent pas la couche musculaire et qui guérissent sans cicatrice. L ’ulcere est le résultat d’un
déséquilibre entre les mécanismes de défense de la muqueuse et 1’attaque de celle-ci par la
sécrétion chlorhydropepsique de 1’estomac qui favorise le maintien de 1’ulcération (Karila-Cohen

et al., 2005).

Figure 12. Lame histologique: perte de substance muqueuse en profondeur dépassant la
musculaire muqueuse (Morgan and Shaheen, 2011).

3.2. Facteurs pathogéniques de I’ulcére gastrique

H. pylori est une bactérie Gram négatif de forme hélicoidale, d’environ 3 pm de long qui porte
quatre a six flagelles. Elle doit sa survie dans le milieu trés acide de la muqueuse gastrique (pH
voisin de 2), a son équipement unique en uréase qui transforme 1’urée en ammoniac et dioxyde de
carbone, créant ainsi un microenvironnement alcalin lui permettant de survivre. (Bommelaer and
Stef, 2009), H. pylori est un facteur causal majeur 60% de la gastrite et jusqu’a 50-75% des ulceres
duodénaux. Elle posséde de nombreux atouts qui lui permettent de coloniser et de persister au
niveau de la muqueuse gastrique: uréase, mobilité liée a 1’équipement flagellaire, facteurs
d’adhérence, sont autant de facteurs qui lui assurent la survie et I’aptitude pour se multiplier. Les

1ésions tissulaires peuvent résulter de I’effet néfaste de I’inflammation chronique a long terme. La
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bactérie peut provoquer une gastrite chronique active. La gastrine stimule la production d'acide
gastrique par les cellules pariétales (Tran and Quandalle, 2002).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), tel que ’aspirine, sont des médicaments les
plus utilisés au monde dans des cas des pathologies inflammatoires rhumatismales ou comme
antalgiques. Les études endoscopiques ont montré que 20% des malades traités par AINS
développent des Iésions ulcérées gastroduodénales. Les AINS passent d’abord par une diminution
du flux sanguin muqueux résultats de 1’inhibition sélective de la COX-2. L’inhibition de cette
derniére va inhiber la production de PGs au niveau du site inflammatoire qui jouent un réle
important dans la stimulation de la sécrétion du mucus et I'augmentation du flux sanguin de la
muqueuse (Lamarque, 2004).

Le stress va occasionner un déséquilibre au sein de 1’estomac. Il influe sur le flux sanguin
muqueux, la motilité gastrique, le taux de vidange et I’intégrité de la muqueuse, la production
d’histamine, la production d’acide et 1’altération vasculaire de la paroi stomacale. De méme, il
diminue la résistance de la barriere muqueuse et augmente la libération de glucocorticoides des
cytokines proinflammatoire tels que 1’interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale o
(TNFa) (Nendaz et al., 2006).

La consommation chronique d’alcool perturbe la barriere muqueuse gastrique, en inhibant les
enzymes COX1 qui réduisent la production de PGs cytoprotectrices (Kutil et al., 2014). De sa part,
le tabagisme provoque la réduction du facteur de croissance épidermique circulant, augmente la
production des radicaux dans la muqueuse gastrique, aggrave le reflux duodéno-gastrique,
augmente la masse cellulaire pariétale et augmente la capacité sécrétoire gastrique, diminue la
vitesse de cicatrisation et diminue la sécrétion pancréatique des bicarbonates (Iwata and Leung,
1995; Afridi, 2003). Bien que certaines études aient trouvé des corrélations entre le tabagisme et
la formation d’ulcéres, d’autres ont montré de maniére plus spécifique que la consommation
d’alcool augmente le risque lorsqu’il est associ¢ a ’infection par H. pylori (Mustafa et al., 2015).
3.3. Modeéles expérimentaux de ’ulcére gastrique

Il existe de nombreux modeles expérimentaux qui utilisent différents types d’agent (différentes
substances) pour 1’induction de 1'ulcere gastrique, y compris: 1’éthanol (Gharzouli ef al., 1999a) et
l'acide acétique, les AINS (Indométacine, Aspirine, Ibuprofeéne, I’histamine, la sérotonine, la
réserpine, le bleu de méthyléne et le diethyldithiocarbamates. Dans d’autres modeles
expérimentaux, ’ulcére gastrique est induit chez I’animal par un stress physiologique localisé tel
que I’ischémie reperfusion (ligature du pylore), ou bien par un stress général tel que le stress

d’immersion dans I’eau (Adinortey et al., 2013).
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3.4. Induction de I’ulcére gastrique par I’éthanol

Les effets de 1'éthanol sur la muqueuse gastrique sont complexes et multiples. Il peut perturber
la muqueuse, entrainant des lésions muqueuses. Il induit la solubilisation des constituants du
mucus dans l'estomac avec une chute concomitante de la différence de potentiel transmuqueux. 11
augmente aussi le flux de Na* et K* dans la lumiére, la sécrétion de pepsine, la perte d'ions H' et
la teneur en histamine dans la lumicre, qui refléte 1'exfoliation de la couche cellulaire superficielle
(Hiruma-Lima et al., 1999). L’éthanol peut étre associé a une perturbation de I'équilibre entre les
facteurs protecteurs de la muqueuse gastrique et les facteurs agressifs. Tandis que les facteurs
gastroprotecteurs maintiennent 1'intégrité de la couche muqueuse gastrique : les PGs, la synthese
du facteur de croissance épidermique et la restitution des cellules épithéliales. L'éthanol
endommage les cellules endothéliales vasculaires de la muqueuse gastrique et induit une
perturbation microcirculatoire et une hypoxie, liée a la surproduction des radicaux oxygénés
(Hanfer et al., 2018). Il augmente également la production d'espéces réactives de 1'oxygene (ROS)
et la peroxydation des lipides tout en supprimant l'activité des enzymes antioxydantes telles que la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) (Fig. 13). Ces
enzymes jouent un role important dans la protection de l'estomac contre les 1ésions de la muqueuse.
Le stress oxydatif intracellulaire produit une transition de perméabilité mitochondriale et une
dépolarisation mitochondriale, qui précédent la mort cellulaire dans les cellules de la muqueuse
gastrique (Yoo et al., 2018). L’ingestion d'éthanol provoque des Iésions aigués de la muqueuse
gastrique par infiltration des neutrophiles et la libération des cytokines pro-inflammatoires, ainsi
que l'expression de facteur-xB (NF-kB), etc. Les cytokines induisent souvent l'activation des
neutrophiles. Les neutrophiles activés vont augmenter la production de pro-oxydant et enzymes
pro-inflammatoires et de radicaux libres qui conduisent a la stimulation du métabolisme oxydatif.
D'autre part, les cytokines telles que le TNF-a et I'interleukine-6 (IL-6) jouent des réles importants
dans la pathogenese des 1ésions gastriques aigués induites par 1’éthanol (Li et al., 2013). Il est bien
connu que les ulcéres induits par 1'éthanol ne sont pas inhibés par des agents antisécrétoires, mais
sont inhibés par des agents qui renforcent les facteurs défensifs des muqueuses comme la

prostaglandine (Fig. 13) (Toma et al., 2004; Arab et al., 2015).

28



Synthése bibliographique

Ingestion de 1’éthanol

Dommages directes

Dommages indirectes
Recrutement des leucocytes .

X [nflammation

L¢ésions gastriques

Figure 13. Induction de I’ulcere gastrique par 1’éthanol d’apres Arab ef al. 2015

3.5. Traitement de I’ulcére gastrique

Les objectifs du traitement sont au nombre de quatre : soulager les symptomes et les douleurs,
guérir I'ulcere, prévenir des complications et diminuer le risque d’ulcére récurrent. Plusieurs
classes des médicaments sont alors utilisés: les antiacides (hydroxyde d'aluminium, tri-silicate de
magnésium), les antalgiques (qui réduisent les douleurs), les inhibiteurs calciques (correspondant
a la cicatrisation des Iésions) et les décompressions nasogastrique (Zittel et al., 2000). Les
inhibiteurs de la pompe a protons H/ K™ ATP ase (Oméprazole, Rabéprazole) qui bloquent la
sécrétion d’acide chlorhydrique de certaines cellules spécialisées des glandes de 1’estomac
(cellules pariétales) en agissant sur la pompe a protons qui échange un proton d’hydrogéne contre
un ion de potassium. Les antagonistes des récepteurs H2 a 1’histamine (Cimétidine, Ranitidine),
ces molécules inhibent la sécrétion acide en bloquant de fagon sélective les récepteurs
membranaires H> de [I’histamine des cellules pariétales. Les antibiotiques, les pansements
gastriques et les dérives atropiniques attribuent a une action antiseptique et une action protectrice

de la muqueuse, en détruisant I’H. pylori (Teyssou, 2009).
4. Radicaux libres

Les especes réactives de 1’oxygeéne (Reacives oxygen species ROS) sont des molécules dont un
de leur atomes possede un électron non appari¢ ou “célibataire” sur son orbitale externe. Les
radicaux libres ont en général une durée de vie extrémement bréve du fait de leur grande réactivité

(ordre de microseconde). Les €lectrons célibataires vont en effet essayer de se “réapparier”. Parmi
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toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de distinguer
un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role particulier en physiologie et que
nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se
forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule. Ces
radicaux primaires dérivent de l'oxygene par des réductions a un électron tels 1'anion superoxyde
0, et le radical hydroxyle OH", ou de 1'azote tel le monoxyde d'azote NO". D'autres especes
dérivées de l'oxygene dites espéces réactives de I'oxygéne, comme l'oxygéne singulet 'O», le
peroxyde d'hydrogene (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais
sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres et
de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives de 1'oxygéne. Il ne faut pas penser que
tous les radicaux de 1'oxygeéne sont extrémement réactifs, cette réactivité étant tres variable selon
la nature du radical. La faible réactivité de ces deux radicaux permet d'ailleurs leur utilisation par
'organisme comme médiateurs régulant des fonctions biologiques telle la vasodilatation capillaire,
la prolifération ou le message de neurones. En revanche, des radicaux comme les radicaux
peroxyles (ROO") ou surtout le radical hydroxyle (OH") et le peroxynitite (ONOO") sont
extrémement réactifs, et ce avec la plupart des molécules des tissus vivants. Ces radicaux libres de
I'oxygene ou de l'azote, méme réactifs, ne sont pas uniquement toxiques; au contraire, ils sont
produits par divers mécanismes physiologiques afin de détruire des bactéries au sein des cellules
phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler des fonctions cellulaires Iétales telle
la mort cellulaire programmée ou apoptose (Asmus and Bonifacic, 2000).
4.1. Sources des ROS dans la cellule musculaire

Dans les conditions physiologiques, les mitochondries constituent la principale source de
production des ROS. Au cours de la respiration cellulaire, la mitochondrie génére de ’ATP a
travers la réduction de I’oxygéne par une série du transfert d’électrons (e") et de protons (H")
(membrane interne de la mitochondrie), pendant le transport électronique via le complexe NADH
déshydrogénase (complexe I) et la cytochrome C oxydoréductase (complexe III) il y a production
d'anion superoxyde (O2") et le peroxyde d’hydrogene (H202) (Fig. 14). Durant I’ischémie, du fait
du manque d’oxygene, peu ou pas de radicaux sont produits, mais leur production est importante
a la réperfusion, d’autant plus que I’ischémie précédente a été longue. Le O™ est issu de la réaction
de I’oxygene moléculaire avec un électron, il est transformé en H»O, par I’action de xanthine
oxydase et par la dismutation de 1’O>™ par la superoxyde dismutase (SOD). Le radical hydroxyle
(HO") provient de la réaction de 1’anion superoxyde avec le peroxyde d’hydrogene par la réaction
d’Haber-Weiss, et par la réaction de Fenton dans laquelle le peroxyde d’hydrogéne réagit avec
I’ion ferreux qui peut provenir de la réduction des protéines fer-soufre. L’acide hypochloreux
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(HOCI) est le produit de la réaction du peroxyde d’hydrogene et de 1’ion chlorure. Le NO est
produit par le NOS a partir de la L-arginin. Le peroxynitrite (ONOQO"), trés réactif, est issu de la
réaction tres rapide du monoxyde d’azote avec I’anion superoxyde. Les autres radicaux, alkyle,
alkoxyle et alkoperoxyle sont issus de la réaction de I’anion superoxyde ou de 1’hydroxyle sur les
chaines d’acide gras, les protéines et les glucides. Ces chaines sont conventionnellement notées
“R”. Les radicaux sont donc notés R” (alkyle), RO" (alkoxyle) et ROO" (alkoperoxyde) (Bergendi
et al., 1999; Jackson, 2000; Jackson, 2008).

4.2. Controle des radicaux libres par la cellule

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la génération des radicaux libres et
I’activité de défense antioxydante. Il existe plusieurs systemes de défense incluant les antioxydants
endogenes qui se divisent en antioxydants enzymatiques comme la SOD, la CAT et la GPx; les
antioxydants non enzymatiques incluant la glutathion (GSH), I’acide urique, la mélatonine, la
ferrutine ...etc. Les antioxydants exogenes proviennent généralement de la nourriture et incluent
les vitamines A, C, E, les caroténoides, les composés phénoliques et quelques métaux comme le
sélénium et le zinc (Halliwell et Whiteman, 2004; Bhardwaj, 2008).

4.2.1. Systémes antioxydants enzymatiques
4.2.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Cette enzyme catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en H,O, (202~ + 2H" — H,0, +
0O2) qui pourra étre pris en charge par des enzymes a activité peroxydase. Il existe 3 isoformes de
SOD chez les mammiferes : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc
(SOD Cyto), une forme mitochondriale associée au manganese (SOD Mn) et une forme
extracellulaire (SOD-EC) (Mates et al., 1999). La forme mitochondriale permet la dismutation
quasi instantanée de I’anion superoxyde produit au niveau de la chaine du transport des électrons.
Si la SOD Mn semble indispensable a la vie, ce n’est pas le cas pour la forme cytosolique, méme
st celle-ci joue un rdle important dans 1’élimination des ROS (L1 ef al., 1995). La SOD-EC est
située sur la face externe de la membrane plasmique. Elle se retrouve dans les espaces interstitiels
des tissus et dans les liquides extracellulaires (plasma, lymphe et synovie). Si les formes
mitochondriales et cytosoliques sont régulées par leurs substrats, la SOD-EC serait régulée par des

cytokines plutdt que par les ROS (Mates et al., 1999).
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Figure 14. Représentation schématique des processus qui contribuent a la synthése des

especes réactives de I’oxygeéne pendant la contraction musculaire (Jackson, 2008).
NOS: monoxyde d’azote synthase; OONO™: peroxynitrite; SOD: superoxyde dismutase; GPx: glutathion

peroxydase; Cat: catalase; H»O,: Hydrogeéne peroxyde; OH': radical hydroxyl.

4.2.1.2.  Glutathion peroxydase (GPx)
La GPx fait partie d’'un systétme complet qui joue un role central dans le mécanisme

d’élimination du H20,. Ce systéme prend aussi en charge des lipides peroxydés. La GPx est

I’enzyme clef du systéme et nécessite la présence de GSH comme donneur d’¢électron. Le

glutathion disulfite (GSSG) ainsi produit est a nouveau réduit par le glutathion réductase (GR) qui

utilise le NADPH comme donneur d’électron. Le rapport GSH/GSSG est un index de 1’état
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d’oxydation dans la cellule. Il existe plusieurs isoformes de GPx contenant du sélénium (Mates et
al., 1999; Combhair et Erzurm, 2002): 1) la GPx cytosolique et mitochondriale, présente dans la
plupart des tissus ; ii) la GPx phospholipide-hydroperoxyde (HPGPXx) se trouve dans le cytosol et
peut directement réduire les phospholipides hydroperoxydes, et les hydroperoxydes de cholestérol;
iii) et enfin la GPx extracellulaire. A la différence de la GPx qui n'est capable de réduire les
peroxydes membranaires qu'aprés action de la PLA2, et qui n'agit que sur les acides gras
hydroperoxydés, la HPGPx réduit directement les hydroperoxydes du cholestérol, des cholestéryl-
esters, et des phospholipides présents dans des membranes oxydées ou des lipoprotéines oxydées

(Mates et al., 1999).

4.2.1.3. Catalase

La catalase (CAT) réagit efficacement avec H,O2 pour donner de 1’eau et de 'Oz (2H202 — 2
H>0 + O2). La CAT est localisée principalement dans le peroxysome, mais elle se trouve aussi
dans le cytoplasme. La GPx et la CAT permettent ainsi 1’élimination du H>O». Toutefois, la CAT
semble jouer un role important en présence de forte concentration en H>O», alors que la GPx prend
en charge les hydroperoxydes et H2O> méme en faible quantité. La GPx est ainsi considérée

comme la source majeure de protection contre HO: et les hydroperoxydes (Mates et al., 1999).

4.2.1.4. Peroxyredoxines

Les peroxyredoxines (Prx), ou thioredoxine peroxydase, ont été découvertes récemment et font
I’objet de nombreux travaux concernant leurs fonctions antioxydantes (Wood et al., 2003). Elles
sont au nombre de 6 chez les mammiferes et sont localisées dans le cytosol, les mitochondries, les
peroxysomes, associées au noyau et aux membranes. Ces protéines exercent leur role antioxydant
dans la cellule a travers une activité peroxydase, ou H2Oz, le peroxynitrite et de nombreux
hydroperoxydes sont les substrats. Malgré leur plus faible efficacité catalytique par rapport a la
GPx et la CAT, ces protéines pourraient jouer un role majeur dans [’élimination des
hydroperoxydes du fait de leur quantité importante (0,1 a 0,8 % de protéines solubles cellulaires)
et de leur large distribution dans la cellule. De plus, les Prx joueraient un role significatif lors du
développement du poumon et en réponse a un stress oxydant pulmonaire (Kim et al., 2001).

4.2.2. Systéemes antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non-enzymatiques réagissent directement avec les agents oxydants et les
désactivent.
4.2.2.1. Vitamine E

L’a-tocophérol est fixée aux membranes et stoppe la chaine de réactions de peroxydation des
lipides en capturant un radical lipidique peroxyle (LOO"). La vitamine E devient alors & son tour
un radical, moins réactif que le LOO’, qui pourra étre pris en charge par une autre molécule
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antioxydante. Cependant, a forte concentration la vitamine E oxydée peut faire office de molécule
pro-oxydante (Bergamini et al., 2004).
4.2.2.2. Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique peut capter directement 1’0, et I’OH’. Cette vitamine
pourrait aussi avoir des propriétés pro-oxydantes.

A ces deux vitamines nous pouvons ajouter de nombreux autres antioxydants non enzymatiques
(ex: B-carotene, urate, glucose, bilirubine, taurine, albumine...). Quand le fragile équilibre entre
production et ¢limination des ROS est perturbé, le surplus de ROS va oxyder des biomolécules
comme les protéines, les lipides et I’ADN, ce qui peut avoir un impact important sur le

fonctionnement cellulaire (Bhardwaj, 2008).
4.3. [Effets du stress oxydatif
4.3.1. Peroxydation des lipides

Les lipides ont de nombreux rdles: molécules énergétiques, réserves d'énergie, molécules
signales et font partie intégrante des membranes cellulaires. Parmi les lipides membranaires, les
phospholipides sont les plus abondants. Les acides gras polyinsaturés (polyunsaturated fatty acids,
PUFA) sont plus susceptibles aux attaques radicalaires et générent des peroxydes lipidiques qui
sont eux-méme trés réactifs. La peroxydation de lipides fournit ainsi une grande variété de
produits, dont certains peuvent réagir avec les protéines et I’ADN. Parmi les produits formés lors
de la peroxydation lipidique, I’isoprostane, le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-
HNE) ont été tres étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique (Marnett, 1999). Ces
deux derniers produits réagissent avec les protéines et I’ADN. Une fois fixé a la molécule d'ADN,
le MDA semble étre le produit le plus mutagéne, alors que le 4-HNE est le plus toxique pour la
cellule. Cependant, le 4-HNE peut activer directement le découplage mitochondrial par action
directe sur les UCP et pourrait ainsi réduire la production mitochondriale des ROS. Ce mécanisme
pourrait étre un moyen de régulation de la production de ROS par la mitochondrie lors d'une
peroxydation lipidique afin de limiter la production de ROS (Echtay et al., 2003).

4.3.2. Oxydation des protéines

Les modifications oxydatives des protéines par les ROS provoquent I’introduction d’un groupe
carbonyl dans la protéine. Ces réactions d’oxydation sont fréquemment influencées par les cations
métalliques comme le Cu®* et le Fe?". Les réactions d’oxydation de protéines peuvent étre classées
en deux catégories : d'une part, celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine
peptidique, et d'autre part, les modifications des peptides par addition de produits issus de la
peroxydation lipidique comme le 4-HNE. De telles modifications conduisent généralement a une
perte de fonction catalytique ou structurale des protéines affectées (Levine, 2002). Le rdle des
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protéines dans la cellule est tel que leur dysfonctionnement peut bouleverser le fonctionnement
cellulaire (enzymes, protéines structurales...).
4.3.3. Dommages de ’ADN

Il existe au sein de la cellule deux « types » d’ADN: ’ADN nucléaire (ADNn) et I’ADN
mitochondrial (ADNmt). Ce dernier est la cible privilégiée des oxydations par les ROS du fait de
son potentiel de réparation plus faible que celui de I’ADN nucléaire et de sa proximité directe de
I’une des principales sources des ROS cellulaires: la chaine respiratoire mitochondriale. Ainsi le
taux de bases oxydées serait deux a trois fois supérieur dans I'ADNmt par rapport a I'ADNn
(Stevnsner et al., 2002). Les réactions d’oxydation de I’ADN créent un grand nombre de
dommages de I’ADN et peuvent étre classées en deux catégories :

Oxydation directe: Parmi ces dommages, nous pouvons citer les 1ésions des bases purines et
pyrimidines. La plus abondante des bases oxydées est la 8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-
oxodGuo), en effet la guanine est la cible privilégiée de nombreux oxydants tels que I’OH" et le
peroxynitrite (Cadet et al., 1999). La 8-oxodGuo est considérée comme une Iésion pré-
mutagénique car elle peut conduire, en 1’absence de réparation, a une transversion (passage d’une
base purique a une base pyrimidique) GC — TA (Stevnsner ef al., 2002).

Modification de base par fixation de produits secondaires : formation d'adduits de I'ADN:

Les aldéhydes réactifs issus de la peroxydation lipidique (dont le MDA et le 4-HNE) peuvent
s’ajouter au groupe amine des bases de I'ADN et constituer ainsi une autre classe de dégats
oxydatifs de ’ADN (Marnett, 1999; Nair ef al., 1999). Le MDA réagit avec les acides nucléiques
et forme des adduits aux bases dG (M1dGuo, pyrimido-[1,2a]purin-10(3H)-un), dA (M1dA, N6-
(3-oxopropenyl) deoxyadenosine) et dC (M1dC, N4-(3-oxo-propenyl)deoxycytidine). Il semble
que le M1dGuo soit 1’adduit le plus souvent formé. Cependant, une formation de M1dGuo serait
possible, indépendamment de la peroxydation lipidique, par oxydation directe de I’ADN (Marnett,
1999).

Le 4-HNE peut se fixer aux bases nucléotidiques pour former préférentiellement le 4-HNE-
Guo (6-(1-hydroxyhexanyl)-8-hydroxy-1,N2-propano-2'-deoxyguanosine). De plus, le produit de
l'epoxydation de 4-HNE (2,3-epoxy-4-HNE) par des hydroperoxydes peut se fixer sur les bases
nucléotidiques pour donner des éthenobases. La réaction avec la guanine peut donner I’edGuo
(1,N2-Ethenodeoxyguanosine), I’adénosine peut former ’edA (1,N6-Ethenodeosyadenosine) et la
cytidine, 1’edC (3,N4-Ethenodeoxycytidine). L’éthenobase majoritairement formée semble étre

I’edGuo (Feng et al., 2003).
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5. Famille des Lamiaceae et le genre Salvia

La famille des Lamiacées est une partie importante des plantes dicotylédones et est répartie sur
I’ensemble de la planéte, bien qu’elles soient plus présentes en climats tempérées et surtout dans
le pourtour méditerranéen. Elle comprend entre 6900 a 7000 especes groupées dans 236 genres
(Agostini et al., 2009; Venkateshappa and Sreenath, 2013). Cette famille est I'une des principales
sources de légumes et de plantes médicinales dans le monde entier. Les espéces de Mentha,
Thymus, Salvia, Origanum, Coleus et Ocimum sont utilisées comme des 1égumes, des aromes
alimentaires et dans l'industrie du bois (Tecton). Plusieurs especes de cette famille sont utilisées
en médecine traditionnelle et moderne, comme Lavandula, Teucrium, Thymus et Salvia (Naghibi
et al., 2005; Carovi¢-StanKo et al., 2016). Des travaux réalisés in vitro et in vivo, rapportent des
résultats intéressants pour certaines molécules antioxydantes d'origine végétale telles que les
dicatéchols, la curcumine, les triterpénes et les flavonoides (Ozkan et al., 2007). Dans la
pharmacopée traditionnelle africaine, les plantes de la famille Lamiaceae sont utilisées comme
diurétique, anti-diarrhéique, cicatrisante, antiseptique et dans le traitement de nombreuses
affections telles que les problémes intestinaux (Naghibi et al., 2005).

Le genre Salvia se trouve a différents endroits de la péninsule arabique, de I'Afrique du Nord,
du sud-ouest de I'Asie, des iles Canaries, pays de Sahel, du Soudan et de 1'Ethiopie. Il pousse
généralement sur des roches basaltiques, des sols sableux, des pentes basaltiques et calcaires
ouvertes, bien adaptés pendant 1'été a 1'extréme ensoleillement et a la carence en eau (Will ef al.,
2015). Pendant longtemps, les plantes du genre Salvia ont été utilisées a des fins alimentaires et
en médecine populaire. La plupart des plantes du genre Salvia ont été trouvés qu'elles ont des
activités antioxydantes, antimicrobiennes (Salah ef al., 2006; Ben Farhat et al., 2013; Farjam et
al., 2014; Belkhiri et al., 2017) anti-cancéreuses (Tohamy et al., 2016) anti-Alzheimer (Abdel
Kader, 2004) anti-diabétiques (Kasabri et al., 2014; Mahdizadeh et al, 2018) et anti-
inflammatoires (Al-Yousuf et al., 2002; Imanshahidi and Hosseinzadeh, 2006) .

Tableau 2. Classification scientifique du genre Salvia (Saleem and Idris, 2016)

Royaume Plantae

Sous Royaume Tracheobionta
Super division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous Classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
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5.1. Sauge arabique; S. aegyptiaca

C’est une plante vivace ligneuse, de petite taille (06-20, voire 40 centimetres de haut), tres
rameuse et formant des micro-buissons trés souvent mutilés par les herbivores. Jeunes tiges
carrées, vertes. Feuilles opposées, étroites, dentées, ondulées sur les bords, dont la taille décroit
rapidement vers le haut. Fleurs labiées, petites, blanches, plus ou moins tachées de bleu violacé,
calice muni de poils courts et raides (Fig. 15) (Will et al., 2015). L'espéce S. aegyptiaca est utilisée
dans la phytothérapie traditionnelle. Par exemple, la plante entiére ou ces graines sont utilisées
comme des anti-diarrhée, anti gonorrhée, anti-hémorroides, antiseptique, antispasmodique et
doleurs de I’estomac (Tohamy et al., 2016). La plante est également utilisée dans les troubles
nerveux, les vertiges et les tremblements et dans I’amélioration de la mémoire (Al-Yousuf et al.,
2002; Abdel Kader, 2004). Il a été rapporté que différents extraits de la plante entiére ont une
activité antioxydante (Mohammadi et al., 2016), antibactérienne et antifongique (Pratima and
Veenashri, 2017), antiangiogénique (Abdallah ez al., 2018) et antiinflammatoire (Al-Yousuf et al.,
2002).
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Figure 15. Morphologie de la plante S. aegyptiaca. (Will et al., 2015)
A-B: Feuilles et tige; C-D-E-I-H: Fleurs

5.2. Sauge fausse-verveine; S. verbenaca

S. verbenaca (sauge verveine) a les caractéristiques communes de son genre. C’est un arbuste
ou plante herbacée. Le calice bilabié est variable, a I¢vre supérieure tridentée, l'inférieure bidentée.
La corolle est bilabi¢e. Cette espéce se présente sous de nombreuses formes qui ont des caractéres
communs. La taille peut atteindre 53 cm. Les fleurs sont violet - bleues, parfois pales et bleuatres,
pouvant s'épanouir, suivant les formes, ou suivant les régions. Les feuilles ont un limbe dont le
contour est ovale-allongé et dont les bords sont fortement crénelés ou découpés en lobes ou encore
profondément divisés et qui peuvent atteindre des fois 11.5 cm de longueur (Fig. 16) (Mossi et al.,
2011). L’espece S. verbenaca est largement utilisée dans la médecine folklorique pour résoudre
les cas de calculs rénaux, en machant les feuilles fraiches ou en décoction. La plante est ¢galement

connue comme bactéricide contre les affections respiratoires, comme cicatrisant dans les plaies et
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les ulceres, et surtout comme collyre, car les fruits ou les graines lorsqu'ils sont appliqués sur les
yeux ¢liminent les impuretés ou les particules de poussiére (Canzoneri et al., 2011). De plus, cette
plante est utilisée comme antiseptique, diurétique et ramollissant. Les feuilles fraiches écrasées ou
hachées sont également appliquées en cataplasmes sur les plaies et les abces vidés pour faciliter
leur cicatrisation (Guaouguaou et al., 2018b). Les extraits préparés de cette plante disposent de
plusieurs activités biologiques comme [’activité antioxydante (Ben Farhat et al., 2013),
antibactérienne (Kosti¢ et al., 2015) anti hémolytique (Belkhiri ef al., 2017) et cytotoxique (Al-
Zereini, 2017).

= SALYIA VERBEMAGA L. VPAZ.

Figure 16. Morphologie de la plante S. verbenaca. https://www.wikiwand.com/ast/

5.3. Sauge argentée; S. argentea

S. argentea est une plante vivace avec une racine pivotante avec une couche externe épaisse de
couleur brune foncée (Fig. 17). La tige est dressée et quadrangulaire. Les feuilles sont simples et
différent entre ovale et oblong. Les bords sont irréguliers et dentés avec des nervures flasques.
L'inflorescence est généralement une forme semblable a une cyme. La tige, les feuilles et les
pétioles sont recouverts d'une couche velue (Hachem et al., 2020). Les fleurs zygomorphes a la

base des bractées sont positionnées 2-4, 6 dans chaque verticille. La Iévre supérieure du calice est
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trident, et la lévre inférieure est bidentée. La lévre supérieure de la corolle bilabi¢e est blanche,
lilas pale, fortement falciforme. La lévre inférieure est de couleur créme. La stigmatisation est
inégalement bifurquée et les étamines de type B. Les fruits sont de couleur brun clair, triangulaires,
nucules mucilagineuses. Les graines ont un réticulaire surface a motifs et les bractées sont
acuminées. La plante entiére est recouverte d'une couche dense de poils, en certains cas
glandulaires et dans d'autres non (Baran et al., 2008). S. argentea est utilisée en médecine
traditionnelle a des fins thérapeutiques, pour le traitement des maladies respiratoires. Dans le
passeé, les feuilles de S. argentea ont été utilisées contre les plaies, probablement comme
hémostatique (Benabdesslem et al., 2017). Cette plante est connue comme riche en huiles
essentiels et fixes (Riccobono et al., 2016) et les extraits préparés a partir des feuilles ou des racines
sont dotés d’une activité antioxydante (Tehami et al., 2016), antibactérienne et antifongique (Salah

et al., 2006; Stagos et al., 2012) et antiproliférative (Janicsak ef al., 2011).

Figure 17. Morphologie de la plante S. argentea (Hachem et al., 2020).
A-B: Vue globale; C: Corolle, D: Calice; E: Graine; F: Bractée; H-G: Etamine et pistil.
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5.4. Sauge de ’Afrique du Nord; S. barrelieri Et

La S. barrelieri est une plante vivace que l'on trouve en Afrique du Nord, au Maroc, en Tunisie,
en Algérie et dans le sud-ouest de I'Espagne, généralement entre 500 et 1200 métres d'altitude.
Elle atteint 1-2 meétres de haut, avec de grandes feuilles ondulées gris-vert (Fig. 18).
L'inflorescence est un verticillée et peut atteindre prés d'un metre de haut, avec des fleurs de
lavande claire ou bleu ciel qui fleurissent toutes en méme temps (Clebsch and Barner, 2003). Cette
plante est utilisée dans la médecine traditionnelle dans le traitement des troubles digestifs et les
infections microbiennes (Lehbili et al., 2018). S. barrelieri est connue également d’avoir plusieurs
activités antioxydantes et antimicrobiennes (Kolak et al., 2009; Senol et al., 2016; Lehbili et al.,

2018)

-
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Figure 18. Morphologie de la plante S. barrelieri Etl.
http://plantillustrations.org/illustration.php
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II. Matériel et méthodes
1. Matériel

1.1. Animaux

L’¢tude in vivo a été réalisée sur des souris femelles, Swiss albino dont le poids
varie entre 25 et 30 g et des rats femelles (Wistar) d’un poids qui varient entre 180 et 200 g,
procurés auprés de I’Institut Pasteur d’Algérie, Kouba, Alger. Dés leur arrivée, les souris sont
réparties selon le sexe dans des cages et maintenues dans des conditions de I’animalerie. Puis elles
ont été soumises avant I’expérimentation a une période d’adaptation de 7 jours. Les animaux ont
¢té habitués aux conditions de travail (entretien, alimentation, gavage, pesée, etc. ...).
1.2. Matériel végétal

La récolte des plantes médicinales S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri et S. argentea a été
effectuée entre la période du mois de Mai et Juin e dans les régions des wilayas de Batna, Sétif,
Jijel et Borj Bou Arreridj respectivement. Apres la récolte, les plantes sont identifiées par Pr.
Laouer H. (Université de Sétif 1). Le matériel végétal est débarrassé de débris. Pour s’assurer de
la bonne conservation des plantes, un séchage a I’air libre et a I’obscurité pendant une dizaine de
jours a été réalis€. Il est, ensuite, broyé par un broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre

fine et conservé dans des sacs propres.
2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits
2.1.1. Préparation des extraits méthanoliques

Les extraits méthanoliques sont préparés par macération de la poudre végétale a température
ambiante dans le méthanol a 85% a raison de 15/100 (P/V) pendant 7 jours.

150 g de poudre végétal ont été repris avec 1L de méthanol 85%. Le mélange a été macérée
pendant 7 jours a la température du laboratoire et a 1’obscurité avec agitation chaque jour. Apres
filtration sur la mousseline et papier filtre, le filtrat est concentré au rota vapeur de type BUCHI
sous vide a une température de 40°C. Les extraits obtenus ont par la suite complétement séché a
I’étuve a 37 °C (Markham, 1982).

2.1.2. Préparations des extraits aqueux

Les extraits aqueux sont préparés par décoction de la poudre végétale dans 1’eaux distillée selon
Perera et al. (2008). 30 g de poudre végétale ont été repris avec 1L d’eaux distillée. Le mélange
est placé sur plaque chauffante et laissé bouillir jusqu’a la réduction du volume de la solution au
1/8m¢ du volume initial. Aprés filtration sur la mousseline et papier filtre, le filtrat est

completement séché dans I’étuve a 37 °C.
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2.2. Criblage des composés phytochimiques
2.2.1. Dosage des composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques de I’extrait est estimée utilisant la méthode de Folin
Ciocalteau (Li et al., 2007). Cette méthode est basée sur la réduction en milieu alcalin de la
phosphotungstique (WO42-) phosphomolybdique (MoO42-) du réactif de Folin Ciocalteau par les
groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de
réduction de couleur bleue avec un maximum d’absorption a 765 nm.

Un volume de 500 pl de réactif de Folin Ciocalteau est ajouté a 100 pl d’extrait ou standard
(préparé dans le méthanol ou dans I’eau distillée) avec des dilutions convenables. Aprés 4 min,
400 pl d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel.
Apres 2 h d’incubation a température ambiante et dans 1’obscurité, I’absorbance est mesurée a 765
nm. La teneur en polyphénols totaux est estimée a partir de I’équation de régression de la gamme
d’étalonnage (Y = 0.0266X + 0.011, R?= 0.99) établie avec ’acide gallique (0-180 pg/ml) et est
exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

2.2.2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans I’extrait. La méthode consiste a ajouter 500 ul d’extrait ou standard a 500 pl de
la solution d’AlCI3 (2% dans le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction, I’absorbance est lue a
430 nm. La teneur en flavonoides est déduite a partir d’une droite d’étalonnage (Y= 0.0342X +
0.0114, R? = 0.98) établie avec la quercétine (0-40 pg/ml) et exprimée en microgramme
d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

2.2.3. Dosage des tannins

La teneur totale des tannins est déterminée par la précipitation de I’hémoglobine d’un
échantillon de sang frais des bovins correspond a une absorbance de 1.6 sur le spectrophotometre
a 576 nm. Un volume de 500 pl d’extrait ou d’acide tannique est ajouté¢ a 500 pl de sang.
L’ensemble est incubé a une température ambiante pendant 20 minutes. Le mélange est centrifugé
24000 tours/min pendant 10 minutes. L’absorbance du surnageant est lue a 576 nm contre le blanc.
La concentration des tannins dans 1’extrait est déterminée a partir de la gamme d’étalonnage établie
avec I’acide tannique (Y =-0.9924X + 1.0214, R?= 0.995) (Gharzouli et al., 1999b).

2.2.4. Dosages des chlorophylles totaux et caroténoides

Ce test est réalis¢ comme suit: 1 mg d’extrait a été dissous dans 1 ml d’eau distillée.
L’absorbance a ét¢ mesurée par un spectrophotometre a différentes longueurs d’ondes (450 nm,
645 nm, 663 nm). Les résultats sont exprimés en microgramme par millilitre (pg/ml)
(Lichtenthaler and Wellburn, 1983)
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Chlorophylle a =12.7* A 663-2.69*A 645.

Chlorophylle b =22.9*A 645-4.68*A 663.

Chlorophylle totaux =20.2*A 645+8.02*A 663.

Caroténoides totaux = 4.07*A 450-[(0.0435*Chlorophylle a)+ (0.367*Chlorophylle b)].

2.3. Analyse HPLC-QTOF MS/MS

L’analyse chromatographique des extraits de Salvia est réalisée par HPLC-QTOF-MSMS. Un
chromatographe Agilent série 3000 infinity (Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA), couplé
a un spectrometre de masse Dionex thermoscientific ultimate 3000 (QTOF/MSMS), avec une
colonne de type Agilent Poroshell 120 EC-C18 (3.0 x 50 mm, 2.7 pum) est utilisé.

La phase mobile consiste en un mélange de deux solvant A (eau déminéralisée) et B (méthanol)
selon le gradient suivant: 0-10 min 100% A, 10-15 min 10% A et 90% B, 15-20 min 100% B. Les
extraits (500 pg) sont solubilisés dans le méthanol ou I’eau déminéralisée puis filtrés a travers un
filtre PTFE (0.45 pm). Le volume injecté est de 10 pl. Le débit du solvant est de 0.5 ml/min et la
température de la colonne est de 30°C. Le mode d'ionisation de 1'instrument HPLC-QTOF/MSMS
est négatif (détecteur MCP multiplage) et fonctionne avec une température du gaz d'azote de
200°C, un débit d'azote gazeux est de 8.0 mL/min, un nébuliseur de 40 psi, un voltage capillaire
de 4500 V avec identification H.

2.4. [Evaluation de P’activité antioxydante in vitro
2.4.1. Test de réduction du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire des différents extraits est déterminée en utilisant le diphényl picryl-
hydrazyl (DPPH) comme un radical libre relativement stable selon le protocole décrit par Shekhar
and Anju (2014). Dans ce test, les antioxydants réduisent DPPH le ayant une couleur violette
en un composé jaune. La solution du DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol. Ensuite, dans des microplaques de 96 puits, 40 ul des solutions d’extrait
ou standards (butylated hydroxytoluene: BHT) sont ajoutés a 160 ul de DPPH, le mélange est
laissé a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au controle négatif contenant
uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm. L’activité anti-radicalaire est estimée selon
I’équation ci-dessous:

% d’activité anti-radicalaire = (Abs controle—Abs échantillon) x 100/ Abs controle
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2.4.2. Test de réduction du radical ABTS
L’analyse spectrophotométrique de I’ABTS" a été déterminée selon la méthode de Re et al.
(1999). Le radical ABTS™ a été produit par la réaction entre d’ABTS 7 mM dans HO et de
persulfate de potassium 2.45 mM, le mélange a été stocké a I’obscurité a température ambiante
pendant 12 h.
L’oxydation d’ABTS a commencé immédiatement mais I’absorbance n’était pas stable avant
6 h de temps. Avant ’utilisation du radical ABTS, la solution a été diluée par 1’éthanol jusqu’a
I’obtention d’une absorbance de 0.708 + 0.025 a 734 nm. Ensuite, 160 ul de la solution d’ABTS-*
a été ajoutés a 40 pl de la solution de ’extrait dans 1’éthanol a différentes concentrations. Apres
10 min, I’absorbance a été mesurée a 734 nm, en utilisant un lecteur de microplaques de 96 puits.
La capacité de piégeage de ’ABTS ™" a été calculée selon la réaction suivante :
% d’activité anti-radicalaire = (Abs controle—Abs échantillon) x 100/ Abs contrile
2.4.3. Test du superoxyde DMSO alcalin

Le pouvoir réducteur de I’extrait des plantes a capturer I’anion superoxyde (O2"), empéchera
la réduction du nitro blue tetrazolium (NBT?") en formazan rouge. La génération de ce radical
anionique stable dans un systéme non enzymatique est favorisée par 1’alcalinisation du DMSO.
Les absorbances obtenues permettent de calculer un pourcentage de réduction du NBT?*
(Kunchandy and Rao, 1990). Briévement, dans une microplaque de 96 puits, le mélange
réactionnel contient 40 pl d’extrait de plante ou du standard, 130 pl du DMSO alcalin (20 mg de
NaOH dans 100 ml de DMSO) et 30 pul du NBT (Img/ml). L’absorbance est mesurée a 560 nm
apres 5 minutes d’incubation. L’activité¢ des échantillons vis-a-vis de I’anion superoxyde est
exprimée en pourcentage de chélation selon I’équation de Rahman et al. (2013) :

% d’activité de chélation = (Abs échantillon — Abs contréle) x 100/ Abs échantillon

2.4.4. Test du blanchissement de la B-caroténe

La capacité antioxydante est déterminée en mesurant 1’inhibition de la dégradation oxydative
du p-carotene qui se traduit par sa décoloration par les produits d’oxydation de I’acide linoléique.
Les radicaux peroxydes générés par 1’oxydation de I’acide linoléique, vont par la suite oxyder le
p-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge. Cependant, la présence d’un
antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir
I’oxydation et le blanchissement de S-caroténe (Kartal ef al., 2007).

Une émulsion S-caroténe/acide linoléique préparée par la solubilisation de 2 mg de f-caroténe
dans 1 ml de chloroforme, a ¢té¢ ajoutée a 25 pl d’acide linoléique et 200 mg de tween 40.
Apres évaporation complete du chloroforme au rotavapeur BUCHI, 100 ml d’eau saturée en
oxygeéne sont ajoutés. L’émulsion résultante est vigoureusement agitée. Dans des tubes a essai
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contenants 2.5 ml du mélange précédant, 350 pl d’extrait sont additionnés puis incubés a
I’obscurité a la température du laboratoire. Deux tubes contrdles ont été aussi préparés avec la
méme procédure: 1’un contenant un antioxydant de référence BHT (témoin positif) et I’autre sans
antioxydant (témoin négatif) ou 1I’échantillon est remplacé par 350 ul de méthanol ou de I’eau
distillée. La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence de 1’antioxydant
est suivie a 470 nm a des intervalles de temps réguliers pendant 48 heures. L’activité antioxydante
des extraits (AA %) est calculée selon 1’équation suivante:
AA % =AA = [1-(AbsSO0—-AbsSY)/(AbsCO—AbsCy)] * 100.
2.4.5. Test de chélation du fer (ferrozine)

La capacité chélatrice de métaux par les extraits a été mesurée en suivant l'inhibition de la
formation du complexe Fe*'-Ferrozine aprés incubation des échantillons, a différentes
concentrations, avec le fer divalent selon la méthode de Decker and Welch (1990). Initialement
40 pl des solutions d’échantillons ont ét¢ mélangées avec 40 pl de FeClz2 (0.2 mM dans I’eau
distillée) et 40 pl de méthanol. Aprés 5 min, la réaction est initiée par 1’addition de 80 pl de
Ferrozine (0.5 mM) au milieu réactionnel, le mélange a été bien agité puis laissé réagir pendant 10
min. permettant ainsi la formation de complexe avec une couleur violet (Fe**-Ferrozine) ayant un
maximum d’absorption a 562 nm. Par ailleurs, le controle négatif contient tous les réactifs a
I’exception des extraits. L’éthyléne diamine tétra acétique (EDTA) a été utilisé comme chélateur
de référence. L’activité des échantillons vis-a-vis du fer est exprimée en pourcentage de chélation
selon 1’équation :

% d’activité de chélation = (Abs contriole—Abs échantillon) x 100/ Abs contréle
2.4.6. Test du pouvoir réducteur du FeCls

L’activité du pouvoir réducteur des extraits de plante est déterminée par la méthode d’Oyaizu
(1986) avec une légere modification. Dans une microplaque de 96 puits, 10 ul d’extrait ou de
standard est ajouté a 40 pl du tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 50 ul potassium ferricyanide
(1%). Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 minutes. 50 ul d’acide tri-chloro acétique (TCA)
(10%) sont ajouté pour stopper la réaction. Apres, 40 pl d’eau distillée et 10 ul du FeCls (0.1%)
sont ajoutés au milieu réactionnel. L’absorbance est mesurée directement a 700 nm. Le pouvoir
réducteur augmente avec I’augmentation de 1’absorbance.

2.4.7. Test du pouvoir réducteur (méthode du phénanthroline)

L’estimation du pouvoir réducteur des extraits en utilisant la méthode de phénanthroline est
déterminé selon la technique de Szydtowska-Czerniak et al. (2008). Brievement, dans une
microplaque de 96 puits, le milieu réactionnel est composé de 10 pl d’extrait, 50 pl du FeCls

(0.2%), 30 pul du 1.10-Phenanthroline (0.5%) et 110 pl de méthanol. Le mélange est incubé a
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1’ obscurité pendant 20 min a 30°C puis les absorbances sont mesurées a 510 nm. Le BHT est utilisé
comme standard
2.4.8. Test de la réduction cuprique (CUPRAC)

L’activité antioxydante par réduction cuprique des extraits a été déterminée par la méthode
CUPRAC (Apak et al., 2004). Pour chaque unité d’une plaque de 96 unités des solutions ont été
ajoutées: 50 pl de Cu(Il) (10 mM), 50 ul de neocuproine (7.5 mM), 60 pul de tampon NHsAc (1
M, pH =7), et 40 ul de I’extrait a différentes concentrations. Apres une heure du temps et a I’aide
d’un lecteur de microplaques, 1’absorbance a été enregistrée contre un blanc a 450 nm. Le pouvoir
antiradicalaire Aso est définie comme la concentration de 1’extrait a donner une absorbance égale
a0.5.

2.5. [Evaluation de P’activité anti enzymatique in vitro
2.5.1. Inhibition du cholinestérase

Les activités inhibitrices de 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE) sont mesurées selon la méthode spectrophotométrique d’Ellman et al. (1961) avec
quelques modifications. Les enzymes AChE et BChE de sérum de cheval ont été utilisés, tandis
que I’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiocholine ont été utilisés comme substrats
de la réaction (AChE et BChE respectivement) avec 1’acide 5,5’-dithio-bis 2-nitrobenzoique
(DTNB), pour la mesure de ’activit¢ anticholinestérase. Bri¢vement, pour mesurer 1’activité
inhibitrice AChE, un mélange de 130 pl du tampon de phosphate de sodium (0.1 M, pH = 8), 10
pul de Dextrait & différentes concentrations et 20 pl de I’enzyme AChE (5.32 x 107 U) ont été
incubés pendant 15 min a 25°C, puis 20 ul de DTNB (0.5 mM) sont ajoutés au milieu réactionnel.
La réaction est ensuite initiée par I’addition de 20 ul d’iodure d’acétylthiocholine (0.71 mM).
L’analyse de I’activité inhibitrice de la BChE a été déterminée suivant les mémes étapes de celles
de I’AChE, en utilisant I’enzyme BChE (6.85 x 107 U) et le substrat chlorure butyrylthiocholine
(0.2 mM). L’absorbance est mesurée a 1’aide d’un lecteur de microplaque a une longueur d’onde
de 412 nm. La galantamine a été utilisée comme composé de référence.

Le pourcentage d’inhibition des enzymes AChE ou BChE a I’aide de la formule suivante:

% d’activité inhibitrice = (Abs de I’enzyme sans échantillon—Abs de I’enzyme avec
échantillon) x 100/ Abs de I’enzyme sans échantillon
2.5.2. Inhibition de I’alpha-glucosidase
L’inhibition de ’alpha-glucosidase est déterminée selon la méthode de Lordan et al. (2013).
Dans une microplaque de 96 puits, 50 ul de p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (5 mM préparé
dans le tampon phosphate 0.1 M, pH 6.9) sont ajoutés au 50 ul de solution test et 100 pl de tampon
phosphate contenant 0.1 U/ml de I’enzyme. Le mélange est incubé a 37°C pendant 30 minutes et

47



Matériel et méthodes

I’absorbance est mesurée a 405 nm. Le pourcentage d’activité enzymatique est calculé selon
I’équation :

% Activité = Abs échantillon / Abs control x 100

2.5.3. Inhibition de ’alpha-amylase

L’inhibition de I’alpha-amylase par les extraits est déterminée selon Gokhan et al. (2014) avec
quelques modifications. Le milieu réactionnel contient 25 pl d’extrait et 50 ul de la solution a
amylase 1U dans NaCl 6 mM, pH 6.9, le mélange est incubé pendant 10 min a 37 °C. Apres, 50
ul d’amidon 0.1% sont ajoutés et le mélange est mis a une deuxiéme incubation pendant 10 min a
37 °C. 25ul HCI1 (1M) sont ajoutés pour stopper la réaction suivie par 1’addition de 100 pl d’iodine
de potassium (IKI, 5 mM iodine dans 3% KI). Les absorbances sont prises a 630 nm a 1’aide d’un
lecteur de microplaque. L’acarbose (I mg/ml) est utilis¢ comme standard. Le pourcentage
d’inhibition enzymatique est calculé selon I’équation :

% Inhibition = (Abs échantillon)-Abs de controle/Abs (amidon+IKI)-Abs de controle x
100
2.6. Activité anti glycation

La persistance de I’hyper glycémie chez les patients diabétiques induit des complications graves
incluant la néphropathie, la rétinopathie, la neuropathie et I’athérosclérose. Ces complications sont
médiées par la formation des glycotoxine issue de la glycation (AGE : advanced glycation end
products). Ces derniers sont des composés hétérogenes synthétisés non enzymatiquement et
oxydeés suite a leurs réactions avec les sucres réduits et qui peuvent modifier les protéines, les
lipides et les acides nucléiques. Pour tester I’activité antiglycation des extraits en étude, la méthode
de dosage des AGE fluorescents médiés par le fructose est appliquée (Matsuda et al., 2003).
Bri¢vement, dans une microplaque de 96 puits, une quantité d’extrait de plante dissous dans le
DMSO (2 mg/ml) est mélangée avec I’albumine de sérum humain (10 mg/ml), le fructose 0.5 M
et le tampon phosphate 0.1 M (pH 7.4) contenant 0.1 M d’azide de sodium comme agent
antibiotique. Le mélange réactionnel est incubé pendant 7 jours a 37°C. Apres, la fluorescence est
mesurée a 330 - 440 nm en utilisant un lecteur microplaque (SpectraMax M2, Molecular Devices,
USA). La rutine est utilisée comme standard. Le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :

% Inhibition = (1- fluorescence échantillon/ fluorescence controle) x 100

L’extrait qui présente une activité supérieure a 50% est ensuite testé de nouveaux pour calculer

I’ICs0 en utilisant cette fois un logiciel Ez-fit software (Perrella Scientific, USA).
2.7. Activité anti-inflammatoire (flambé oxydative)

Le test de chimiluminescence médiée par le luminol est effectué selon la méthode décrite par

Helfand et al. (1982). Brievement, dans une microplaque de surface blanche (Costar, NY, USA)
48



Matériel et méthodes

25 ul de sang humain dilué dans le milieu HBSS™ (milieu Hanks contenant MgCl, et CaCly) sont
incubé avec 25 pl de différentes concentrations des solutions tests. Le mélange réactionnel est
incubé dans une chambre de luminomeétre thermostat (Labsystems, Helsinki, Finland) a 37°C
pendant 15 min. Apres I’incubation, 25 pl du sérum zymosan opsonizé et 25 pl du détecteur des
ROS intracellulaire (Luminol) sont ajoutés dans chaque puit sauf le blanc contenant uniquement
HBSS™". Les différents niveaux des ROS générées dans les cellules sont suivis en utilisant le
luminomeétre en termes d’unité relative de lumiere pendant 50 min. I’Ibuproféne est utilis¢é comme
anti-inflammatoire standard.
2.8. Test de cytotoxicité

L’activité cytotoxique des différents extraits de plantes est évaluée dans des microplaques de
96 puits a fond plat en utilisant le test colorimétrique via le standard MTT (3-[4, 5-
dimethylthiazole-2-yl]-2, 5-diphenyl-tetrazolium bromide) (Mosmann, 1983). Pour cela des
cellules 3T3 et HeLa (cellules fibroblastes des souris et cellules cancéreuses cervicales humaines
respectivement) cultivées dans le milieu modifié (Dulbecco Eagle) avec 5% du sérum fcetal bovin,
100 IU/ml de pénicilline et 100 ug/ml de streptomycine dans un flacon de 75 cm?, et gardés dans
un incubateur a 5% de CO; et 37°C. Les cellules cultivées sont collectées, calculées en utilisant un
haemocytométre, diluées par leur propre milieu en 5x10* cellules/ml et mises dans des
microplaques en raison de 100 pl pour chaque puit. Aprés une nuit d’incubation, le milieu dans
les puits est éliminé et remplacé par 200 pul de milieu frais contenant différentes concentration
d’extraits de plantes. Apres 48 heures, 200 pl du MTT (0.5 mg/ml) sont ajoutés pour chaque puits
et incubés encor pour 4 heures. La réaction est terminée par 1’addition de 100 ul de DMSO. Le
taux de réduction de MTT en formazan est suivi spectrophotométriquement a 570 nm en utilisant
un lecteur de microplaque (Spectra Max plus, Molecular Devices, CA, USA). La cytotoxicité est
calculée via la formule suivante :

% inhibition = 100-((moyenne Abs solution test — moyenne Abs solution contréle négatif)
/ (moyenne Abs solution controle positif — moyenne Abs solution contréle négatif) *100).

Les résultats (% inhibition) sont calculés en utilisant un logiciel Soft- Max Pro software
(Molecular Device, USA).
2.9. Test limite de toxicité aigué

Le test de la toxicité orale aigué de extraits est réalisé sur des souris femelles selon les
recommandations de 1’organisation de coopération et du développement économique (OCDE),
lignes directrices 425 (WHO). Les souris sont mises a jeline avec un acces libre a 1’eau, ensuite
chaque souris est pesée. Pour chaque extrait, une seule dose (2000 mg/kg) est administrée par voie

orale au premier animal. L’animal est encore mis a jeine pour 2 heures aprés I’administration de
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I’extrait. Les animaux sont observés individuellement, au moins une fois au cours des 30 premieres
minutes suivant I'administration du produit et régulierement durant les premiéres 24 heures (avec
une attention particuliere pendant les 4 premieres heures). Si 1’animal survécu, deux autres
animaux sont traités de la méme facon. L’observation continue quotidiennement par la suite, la
période d'observation totalisant 14 jours, avec la pesée de I’animale chaque semaine. Apres, les
souris sont sacrifiées et les organes sont pesés et examinés. Le méme test précédent est réalisé en
utilisant une dose de 5000 mg/kg.

2.10. Vidange gastrique et transit intestinal

Des souris des deux sexes, ayant un poids moyen de 30 g sont utilisées. 18 a 20 heures avant
I'expérience, les animaux sont privés de la nourriture; 1’eau reste a leur disposition jusqu'a 60 min
avant I’expérimentation. Au cours de la période de jeline, les animaux sont placés individuellement
dans des cages a fond grillagé pour éviter la coprophagie.

La vidange gastrique est mesurée selon la méthode décrite par Amira et al. (2005). Les animaux
sont traités par le gavage de 0.125 ml/25g (100, 200 et 400 mg/kg) de solution test de I’extrait de
plante avant I’administration du repas d’essai. Ce repas non nutritif est composé de rouge phénol
0.1% (un indicateur coloré non absorbable) dissoute dans la cellulose carboxyméthylique 1.5%
(CMC).

L’atropine administré par voie intra péritoniale est utilis¢ comme controle positif. Une heure
aprés 1’administration de I’extrait, 0.2 ml du repas est administré par gavage et 20 minutes plus
tard, les animaux sont sacrifiés par dislocation cervicale. Les animaux témoins recoivent une dose
équivalente de CMC. Apres laparotomie, 1’estomac est immeédiatement ligaturé au niveau du
pylore et du cardia pour conserver la totalité du contenu stomacal. L’estomac et la totalité¢ de
I’intestin gréle (du pylore jusqu’a la jonction iléo-cacale) sont excisés et prélevés. L'estomac est
homogénéisé avec son contenu dans NaOH 0.1N (Ultra-Turrax T 25, IKA, Germany). Aprés une
heure d’attente a la température ambiante, un volume de surnageant est ajouté a l'acide
trichloracétique 33 % pour précipiter les protéines. Le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant
30 minutes a 4°C (Rotina 35R, Hettich, Germany). Un volume du surnageant est mélangé a NaOH
2N pour lire sa densité optique a 560 nm (Shimadzu UV-1602, Japon).

Les animaux de référence qui représentent 0% de la vidange gastrique regoivent 0.125 ml/25 g
d’une solution de CMC une heure avant 1’administration du repas pour étre sacrifiés
immédiatement. L’estomac des animaux est trait¢ de la méme maniere que décrite plus haut. Le
pourcentage de la vidange gastrique est calculé selon la formule suivante:

Vidange gastrique (%) = (Abs référence - Abs échantillon) x 100 / Abs référence
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Le pourcentage du transit intestinal est exprimé par le rapport entre la distance parcourue par
le rouge phénol et la longueur totale de I’intestin.

L’intestin gréle est placé sur du papier filtre humidifié avec de solution saline et débarrassé des
attaches mésentériques. Sa longueur totale ainsi que la distance parcourue par le rouge phénol sont
mesurées sur une régle. Pour confirmer la position exacte de la progression du repas, quelques
gouttes de NaOH 0.1N sont ajoutées au front du contenu intestinal.

Apres avoir déterminé les doses les plus efficaces de l'extrait sur le taux de la vidange
gastrique et le passage intestinal, une autre série d’expériences a été appliquée en utilisant la
dose choisie (400 mg/kg) avec I’atropine (1 mg/kg, ip, inhibiteur des récepteurs muscarinique), le
L-NNA (30 mg/kg, sc, inhibiteur de NOS) et le L-Arg (300 mg/kg, vo, donneur du NO) afin
d’évaluer une interférence possible de l'extrait avec les neurotransmetteurs qui contrdlent la
motilité gastro-intestinale. Les substances pharmacologiques utilisées sont administrées juste
avant le gavage des extraits de plante en test.

2.11. Ulcere gastrique induit par I’éthanol

L’induction des 1ésions gastriques par 1’éthanol se fait par administration orale de 1’agent
ulcérogene (éthanol 100%) une heure aprés 1’administration de solutions test (Gharzouli et al.,
1999a). L’extrait des plantes a des doses de 100, 200 et 400 mg/kg (dissout dans le CMC 1.5%)
est administré par voie orale une heure avant le gavage de 0.5 ml déthanol. Les rats du groupe
contrdle négatif recoit le CMC 1.5% par la méme voie en plus de I’administration orale de 1’éthanol
mais ceux du control positif recoivent ’oméprazole 5 mg/kg en plus de I’administration orale de
I’éthanol. Trente minutes plus tard, les rats sont sacrifiés par dislocation cervicale. Apres une
laparotomie ventro-médiane, I’estomac est excisé, puis ouvert selon la grande courbure et lavé
avec I’eau et étalé sur une plaque pour déterminer la surface des 1ésions en utilisant un logiciel
Image J 1.520 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

2.11.1. Dosage du mucus total dans I’estomac

Le contenu de I’estomac en mucus est déterminé en utilisant la méthode du bleu alcian décrite
par Corne et al. (1974). Ce colorant cationique se lie aux glycoprotéines et transforme les
mucopolysaccharides en un complexe insoluble sans pénétrer dans les cellules mucosales. Chaque
portion de la partie glandulaire de I’estomac est immergée dans une solution de bleu d’alcian 0.1%.
Apres deux heures d’incubation, I’exceés du colorant est éliminé par deux lavages successifs avec
le sucrose pour 10 minutes et 45 minutes respectivement. La partie glandulaire colorée est ensuite
transférée dans le chlorure du magnésium et laissée sous agitation pendant 2 heures. Un volume
de I’extrait bleu est mélangé avec un volume égal de I’éther di-éthylique, pour but de solubiliser
toute particule afin de ne pas interférer avec la lecture spectrophotométrique prise a 605 nm. La
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teneur du mucus total est calculée en utilisant une droite d’étalonnage préparé a partir de plusieurs
concentrations du bleu alcian. Les concentrations sont exprimées en pg de bleu alcian/g de tissu.
2.11.2. Préparation de I’homogénat
Apres le sacrifice, une partie de la partie glandulaire de I’estomac est pesée et homogénéisée
dans un tampon Tris-HCl 50 mM (pH 7.4) a I’aide d’un homogénéisateur afin d’obtenir un
homogénat de 10% (m/v). L’homogénat est centrifugé a 4000 g a 4°C pendant 15 min, le
surnageant est récupéré et conserveé a -20°C jusqu’a son utilisation pour les parametres suivants :
estimation de la teneur des protéines totaux, peroxydation lipidique (MDA), GSH et I’activité de
la CAT.
2.11.3. Dosage des protéines totales gastriques
La teneur en protéines totaux gastriques est déterminée selon la méthode de Gornall et al. (1949)
en utilisant un kit de réactif de Biuret (iodide de potassium, tartrate sodico-potassique, sulfate de
cuivre et ’hydroxyle de sodium). Briévement, 25 ul d’homogénat de tissu ou de standard
(albumine du sérum bovin) sont ajoutés a 1 ml de réactif de Biuret, le mélange est incubé a
I’obscurité a température du laboratoire pendant 10 minutes, puis 1’absorbance est mesurée a 540
nm. La concentration des protéines totales est calculée selon I’équations suivante :
Protéines totales (mg/ml) = (Abs essai/Abs standard) xn  (n :concentration du standard)
2.11.4. Estimation de la peroxydation lipidique
L’estimation de la peroxydation des lipides tissulaires gastriques est évaluée par le dosage de
la teneur de malnoldiadehyde (MDA) formé selon la méthode décrite par Ohkawa et al. (1979).
Le principe de cette réaction consiste a la réaction du MDA avec ’acide thiobarbiturique (TBA)
dans un milieu acide a haute température (100°C) pour former un complexe rose de MDA-(TAB)».
Brievement, 0.5 ml de TCA 20% est ajouté a 0.5 ml de I’homogénat tissulaire et 1 ml de TBA
(0.067%). Le mélange est incubé pendant 15 minutes a 100°C, refroidie rapidement dans un bain
de glace suivie par I’addition de 4 ml du n-butanol, une centrifugation pendant 15 minutes a 3000
rpm est appliquée. L’absorbance de la partie claire du surnageant est mesurée contre le blanc. La
concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d’absorption moléculaire (¢ MDA-
TBA : 156 mM.cm™). Les résultats sont exprimés en nmole de MDA/g de tissu.
2.11.5. Dosage du glutathion réduit
La teneur en glutathion réduit (GSH) est mesurée selon la technique d’Ellman (1959). L’essai
consiste a ’oxydation de GSH par le 5,5’-dithio-bis (acide 2-nirobenzoique) (DTNB) (réactif
d’Ellman). Le DNTB et le GSH réagissent pour générer I’acide 2-nitro-5-thiobenzoique (TNB)
qui a une couleur intense et absorbe fortement a 412 nm. Briévement, 50 pl de I’homogénat

tissulaire est dilu¢ dans 10 ml du tampon phosphate (0.1 M, pH 8). 3 ml de la solution d’homogénat
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dilué est mélangé avec 20 ul de DTNB (0.01 M) et les absorbances sont prises aprés 5 minutes
d’incubation. La concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d’absorption
moléculaire (e NBT : 13.6 .10° M!.cm™). Les résultats sont exprimés en nmole de GSH/g de tissu.
2.11.6. Estimation de ’activité de la catalase

L’activité de la catalase est mesurée selon la méthode décrite par Clairbone (1985) avec
quelques modifications. Le principe de ce test est basé sur la dégradation du peroxyde d'hydrogene
dans la présence de catalase. Une solution de 19 mM H>0O> (2,9 ml) dans un tampon phosphate (50
mM pH 7,4) a ét€¢ mise dans une cuve en quartz, 50 ul d'homogénat de tissu sont ajoutés. Le taux
de décomposition de H>O2 en présence de CAT est suivi par spectrophotométrie & 240 nm
immédiatement et & chaque 15 secondes pendant 1 minute, I'activité enzymatique est exprimée en

nmole H>O2 /min/ mg.
3.  Analyses Statistiques

Tous les échantillons ont été dosés trois fois (in vitro), alors que pour les tests in vivo un nombre
de 6 a2 9 animaux est utilisé. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD ou SEM
pour les tests in vitro ou in vivo respectivement et analysés par une analyse de variance
unidirectionnelle (ANOVA) suivie d'un test de Tukey a l'aide de GraphPad Prism version 8.0.2
(GraphPad Software, Inc., USA). L’analyse bidirectionnel ANOVA est utilisée pour analyser les
résultats du mécanisme du transit et la vidange gastrique. Les valeurs P <0,05 ou moins ont été

considérées comme significativement différentes.
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III. Résultats

1. Criblage des composés phytochimiques

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et la détermination
quantitative des flavonoides totaux par la méthode de 1’AICl; ont montré, d’une part, que les
extraits méthanoliques des différentes plantes utilisées contiennent des teneurs en polyphénols
totaux et en flavonoides plus €élevées en comparaison avec les extraits aqueux préparées. D’autre
part, Les teneurs les plus ¢élevées en polyphénols totaux et en flavonoides sont obtenues avec les
deux extraits de SBA suivie par I’extrait de SAE, SVR et enfin I’extrait de SAR. Les résultats du
dosage indiquent que les teneurs en composés bioactifs pour les polyphénols sont comprises entre
65.89 + 5.50 mg EAG/g et 259.67 £ 4.77 mg EAG/g tandis que les teneurs en flavonoides sont
comprises entre 18.62 = 0.06 mg EQ/g et 39.95 + 01.47 mg EQ/g. La quantification des tannins
présents dans les différents extraits en utilisant la méthode de précipitation de 1’hémoglobine a
montré que I’extrait métanolique de SAE contient 122.59 + 3.83 mg EAT/g d’extrait comme la
teneur la plus élevée, alors que la teneur la plus faible est obtenue avec I’ED SAR de 61.90 + 1.86
EAT/g (Tab. 3). Par contre, les teneurs les plus élevés en caroténoides et en chlorophylle sont
trouvées dans les extraits aqueux en comparaison avec les extraits méthanoliques et diminuent

selon ’ordre suivant SAE > SAR > SVR > SBA.

Tableau 3. Contenu des polyphénols totaux, des flavonoides, des tannins, des caroténoides
et de la chlorophylle des différentes espéces de S. aegyptiaca, S. argentea, S. barrelieri et S.
verbenaca.

Extraits Hll)gogglg/l;oll)s S Flavonoides Tannins Caroténoides Chrlri);)gpi)lglle
mg EQ/g PS mg EAT/g PS mg/g PS Chlo a Chlo b
SAE EM 204.37+£3.92 2771 +0.65 122.59 +3.83 0.72 £ 0.001 2.11£0.01 1.09 +0.06
ED 136.56 + 1.38* 2257+ 0.32* 111.63+£0.26* 276 +0.005* 2.68+0.03* 5.75+0.05*
EM 15930+ 0.80 39.95+01.47 112.57+1.45 0.46 +0.01 0.29+0.01 0.24+0.05
SAR ED 65.89 £5.50%  30.02+0.83*  61.90+1.86* 1.04+0.003* 1.46+0.02* 3.18+0.02*
EM 259.67+4.77 5213+ 1.4l 111.31+9.16 0.54+£0.018 1.44+0.05 0.42+0.07
SBA ED 17528 £2.08*% 30.62+1.07* 9590+ 0.45* 0.73+0.002* 0.48+0.05* 1.09+0.02*
SVR EM 190.16 +1.74  23.50+0.71 118.88 +1.25 0.58 £0.005 1.67 +0.02 0.63+0.01
ED 129.02 £2.67* 18.62+0.06*  73.80+2.23* 0.92+£0.041* 1.21+0.02* 2.48+0.04*

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait
Décocté; EAG: Equivalent Acide Gallique; EQ: Equivalent Quercétine; EAT: Equivalent Acid Tannique; PS: Poids
Sec; Chlo: Chlorophylle. *P<0.05, ED vs EM
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2. Analyse HPLC des extraits

Le chromatogramme des extraits méthanoliques des parties aériennes des plantes SAE, SVR,
SBA et SAR obtenu par la méthode LC ESI-QTOF MS/MS a montré la présence de plusieurs
produits dont 42 sont identifiés (Fig. 19, Tab. 4). Tous ces composés ont été identifiés en
interprétant leurs spectres MS et MS/MS obtenus en utilisant la littérature et les base de données.
Ces composés sont présentés dans le tableau 4.

L’identification des composés biologiques a permis d’observer la grande diversité de ces
especes en ces produits. En effet, quatre composés phénoliques majeurs en commun ont été
identifiés pour les quatre plantes étudiées: le caffeoyl-O-hexoside (glucoside) (m/z : 341, Tr 0.8 a
0.85 min), I’acide rosmarinique (m/z : 359.03, Tr : 8.69 a 8.74 min), les dérivés de I’apigénine
(m/z : 269.01, Tr : 10.70 a 10.79 min) et un isomere de 1’acide p-coumaroylquinique (m/z 339.192,
Tr: 14.66 a 14.95 min). En plus, des traces de I’acide palmitique (m/z 255) sont observées dans
un intervalle de temps de rétention de 14.24 a 14.31 min. Un autre composé la lutéoline-7-O-
glucoside (m/z : 4.77) a été observé dans le temps de rétention 8.30 & 8.65 min pour tous les extraits
des plantes étudiées sauf I’extrait de SAE, alors que la lutéoline-4-O-glucoside (m/z : 477.04) et
le méthyl lutéoline glucoronide (m/z : 517) sont observés uniquement dans ’EM SVR et SAR a
9.21 et 9.187 min respectivement. D’autre coté, ’apigénine-7-O-glucoside (m/z: 431) et
I’apigénine glucose (m/z : 477) sont observés a 9.06 et 9.15 min respectivement pour I’EM SVR
et SBA. Par contre, Apigenin-6,8-di-C-glucoside (m/z : 593, Tr : 7.48) est élué uniquement avec
I’EM SAE. Une molécule caractéristique du genre Salvia, 1’acide salvianolique B (m/z : 717, Tr :
7.89) et son isomere (m/z : 719, Tr : 8.18) est observée uniquement dans I’EM de SAE et SBA.
Contrairement aux autres extraits, ’EM SAE est caractérisé par la présence de quelques composés
mineurs comme 1’isorhamnetin-3,7-di-O-glucoside (m/z :639, Tr : 7.04 min), I’isomeére de 1’acide
rosmarinique (m/z : 361.12, Tr : 9.05), ’acide salvianolique E (m/z : 717.05, Tr : 10.29) et I’acide
madécassique (m/z : 503.28, Tr : 12.24 min).
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Figure 19. A. Chromatogramme ionique total de 1’extrait méthanolique. SAE.
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Tableau 4. Composés bioactifs identifié¢s par QTOF ESI-MS/MS

SAE SAR SVR SBA
Nom du composé
Tr (min) m/Z Fragments (%) m/Z Fragments (%) m/Z Fragments (%) m/Z Fragments (%)
0.80 SAE
0.84 SAR 179.036 (25.57) 179.036 (25.57) 179.036 (25.57) 179.036 (29.28) Caffeoyl-O-hexoside
0.80 SVR 341.086 341.068 (100) 341.086 341.068 (100) 341.086 341.068 (100) 341.086 341.068 (100) ( lu}c/oside)
0.85 SBA 342.072 (10.16) 342.072 (10.16) 342.072 (10.16) 342.072 (11.78) &
1.34 SBA
174.936 (12.08)
240.974 (100) . o
3.48 SAE 409 408.996 (60.81) Abs Abs Abs Non identifié
409.997 (27.33)
174.012 (19.74)
Abs 192.020 (48.61) . o
7.00 SAR - 295.01 207.042 (100) Abs Abs Non identifi¢
208.048 (16.55)
301.001 (44.44) Quercitin-3-O-glucoronide-
7.04 SAE 639.04 464.034 (23.67) Abs Abs Abs h Isorh: in-3,7
. . 477.09 (87.75) €X0se Qu sor a@etln— JI-
639.041 (98.01) di-O-glucoside
161.006 (100)
539.05 179.014 (51.95) . . .
7.60 SVR Abs Abs 359.034 (30.22) Abs Acide rosng‘srg;q;)e glucoside
519.094 (90.67)
537.024 (72.42)
339.01 (32.27)
339.01 (45.51) . . .
7.89 SAE 475.045 (100) Acide salvianolique B
7.88 SBA 717.06 5‘:7956%‘(‘)5(4(11202) Abs Abs TI7.06 519,020 (54.45) (Isomer 1)
) ) 717.06 (6.88)
161.005 (12.41)
339.01 (46.79)
365.025 (18.39) Acide salvianolique B
8.18 SAE 719.07 475.045 (100) Abs Abs Abs (Isomer 1)
519.020 (65.91)
719.068 (10.31)
8.30 SAR
285.001 (52.03) . .
8.50 SAR 285.001 (51.61) 285.001 (100) Luteoline-7-O-glucoside
8.65 SAR Abs 447.04 447.038 (100) 461.02 461.015 (12.51) 447.04 447.038 (100)
858 SVR 448.42 (20.40)
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8.31 SBA
369.015 (5.04)
473.50 (9.22) Apigenin-6,8-di-C-
9 7.48 SAE 593.08 593.076 (100) Abs Abs Abs glucoside
594.80 (31.91)
g;j SQIFZ 161.006 (100) 161.006 (100) 161.006 (100) 161.006 (100)
10 8'69 SVR 359.03 179.014 (20.01) 359.03 179.014 (21.15) 359.03 179.014 (21.15) 359.03 179.014 (21.20) Acide rosmarinique
’ 197.023 (54.14) 197.023 (52.10) 197.023 (52.10) 197.023 (49.83)
8.72 SBA
(2S,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-
trihydroxy-6-[5-hydroxy-2-(4-
161.001 (8.64)
11 8.95 SAR Abs 475.03 299.021 (100) Abs Abs gzgcr:?l)r((})]gqlzz{)-l?zze:)}:;}:;
9.18 SAR 300.024 (12.72) yLOoXY
475.028 (11.97) carboxylic acid
ou
Quercétine-O-glucuronide
179.015 (9.73) 179.015 (12.18)
359.034 (7.43) 359.034 (6.32)
8.96 SAR 381.013 (100) 381.013 (100) Dérivé de I’acide
12 8.99 SBA Abs 741.05 382.016 (13.56) Abs 741.05 382.016 (16.41) rosmarinique
579.035 (6.85) 579.035 (7.74)
741.050 (13.09) 741.050 (7.72)
161.006 (100) Isomére de I’acide
13 9.05 SAE 361.12 179.014 (16.52) Abs Abs Abs L
197.023 (53.17) rosmariique
14 9.06 SVR Abs Abs 431.05 232? 1)55 ((11%33)5 ) Abs Apigénine 7-O-glucoside
269.014 (100)
15 9.15 SBA Abs Abs Abs 447.04 285.001 (35.65) Apigénine glucose
447.038 (20.32)
285.00 (5.82)
16 9.18 SAR Abs 517.04 3%%9232(&032) Abs Abs Hispdilin glucose
413.03 (9.57)
269.014 (11.08)
17 9-21 SVR Abs Abs 447.04 285.001 (100) Abs Luteoline-4’-O-glucoside
447.038 (13.36)
283.998 (5.82) Hispiduline,
18 9.62 SAR Abs 300 299.02 (100) Abs Abs diosmatinee
300.024 (16.08)
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342.105 (28.35)

342.105 (28.35)

342.105 (23.96)

10.03 SAR 436.171 (9.37)
19 10.05 SVR Abs 582.19 462.147 (100) 582.19 462.147 (100) 582.19 462.147 (100) Tri-coumaroyl spermidine
100> SBA 463.149 (28.74) 463,149 (30.83) 463.149 (24.08)
582.187 (67.16) 582188 (64.85) 582.188 (72.96)
10.17 SAR 285.007 (100) L
20 1016 SBA Abs 285.01 285.007 (100) Abs 285.01 286,10 (16.40) Lutéoline
339.009 (47.57)
21 10.29 SAE 717.05 359.034 (6.38) Abs Abs Abs Acid salvianolique E
519.020 (100)
283.998 (6.92)
299.02 (82.20)
300.024 (14.96) Dérivé de I’hispiduline ou
22 10.39 SAR Abs 517.04 457.021 (100) Abs Abs osmatib
458.024 (27.71)
517.034 (22.11)
10.79 SAE
10.71 SAR 269.014 (100) 269.014 (100) 269.014 (100) 269.014 (100) U
23 10.72 SVR 26901 70017 (14.84) 26901 290017 (14.84) 26901 290,017 (14.84) 26901 996,017 (14.57) Dérivé del” apigenin
10.70 SBA
I1.35 SAE 171.087 (7.63) 171.087 (7.63) Labetalol
11.40 SAR 211,109 (25.07) 211,109 (25.07) 211.109 (18.50) ou
24 11.69 SAR 327.18 : : 329 SAR : : 327.19 327.178 (100) Abs Acide Trihydroxy-
11.08 SVR 327.178 (100) 327.178 (100) 328.181 (21.63) octadecadienoique (isomére)
: 328.181 (25.53) 328.181 (25.53) : :
11.38 SVR
337.075 (8.88)
397.157 (25.70)
499.105 (30.22) .
25 11.40 SBA Abs Abs Abs 322 5130 (30.56) Cer-ADS d44:2
690.224 (100)
795.316 (72.81)
503.276 (100) Acid madecassique
26 11.61 SAE S03.28 (04370 (06.55) Abs Abs Abs ou hypericine
3-Gal(1-2)GluA
795.352 (100)
27 11.68 SVR Abs Abs 795.35 796,355 (31.78) Abs Soyasapogenol B
268.006 (68.01) Genkglvlvamn
28 12.08 Abs Abs Abs 283.03  269.009 (11.25) Corim i
283.027 (100)
29 12.24 SAE 503.28 503.276 (100) Abs Abs Abs Acid madecassique

504.279 (26.55)

(98.79%) masse 345.345
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hypericin 99%

251.134 (6.36)
233.145 (49.07)

3masse 432.
Triptophenolide 80.8%

30 12.62 SAR Abs 311.19 311.186 (100) Abs Abs 3' 4-Dimethoxy-7-
312.188 (19.05) hydroxyflavanone 80.7%
283.117 (9.84)
485.268 (7.71) . .
31 12.75 SAE 48798 487.283 (100) 48728 485.268 (14.28) Abs Abs Acide Pygenique B b
12.99 SAR 488.286 (28.37) 487.283 (100)
) ) 488.286 (32.44)
211.111 (17.16)
251.134 (6.36)
32 12.94 SVR Abs Abs 313.20 ;?gig; ggg% Abs Non identifié
311.186 (100)
312.188 (19.05)
485.268 (7.71)
33 13.20 SAE 487.28 487.283 (100) Abs Abs Abs Acide Pygenique B
488.286 (28.37)
471.289 (12.59)
34 13.42 SAE 473.31 473.305 (100) Abs Abs Abs Sedinafil
474.309 (30.96)
13.76 SAE 4‘;%9227;5(%0;2) 469.275 (8.30) Acide Pygenique Ab
35 ’ 471.29 ’ ’ Abs 471.29 471.289 (100) Abs ou
13.52SVR 471.289 (31.89) 472.293 (28.40) Acide Corosolique
472.293 (25.51) ) )
7071 1330 e et
36 13.85 SVR Abs Abs 353.17 353.169 (100) Abs 4-methy1umbe1ﬁ fer;ll
354.173 (27.76) .
glucuronide
163.095 (15.98) 6,8-dihydroxy-2,2,4,4-
14.01 SAE 163.095 (15.73) igg?g? 8?451411% 193.101 (11.91) tetramethyl-7-(3-
37 13' 08 SPJ 369.20 369.198 (100) Abs 369.20 36§ 198 (1(')0) 369.20 337.176 (5.27) methylbutanoyl)-9-(2-
’ 370.202 (25.93) 370 202 (27.56) 369.198 (100) methylpropyl)-9H-xanthene-
) ) 370.202 (26.94) 1,3-dione
14.72 SAE
14.90 SAE
ijgz giﬁ 163.094 (45.48) 163.094 (45.48) 163.094 (42.04) 163.094 (43.04) Isomer de I’acide p-
38 14.66 SVR 339.192 339.192 (100) 339.192 339.192 (100) 339.192 339.192 (100) 339.192 339.192 (100) Coumaroyl quinnique
) 340.195 (31.08) 340.195 (31.08) 340.195 (25.49) 340.195 (25.18)
14.97 SVR
14.65 SBA
14.95 SBA
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15.05 SAE
15.50 SAE Acide oleanolique
39 15.25 SAR 455 455 (100) 455 455 (100) jgz’gg 4‘;3;?(%0;2) Abs ou
14.81 SVR ’ ’ ’ Ursolique
15.03 SVR
150.972 (6.25)
455.298 (38.51) o
40 15.32 SBA Abs Abs Abs 523.28 523.276 (100) Non identifié
524.278 (28.28)
I5.71 SAE 279.20 (100) 279.20 (100) 279.20 (100) Acide linoléique
41 15.73 SAR 279.20 ' 279.20 ' 279.20 '
1275 SVR 280.203 (21.35) 280.203 (21.35) 280.203 (23.21)
16.31 SAE Acide palmitique
16.28 SAR 255.203 (100) 255.203 (100) 255.203 (100) 255.203 (100) Ou
42 16.27 SVR 253203 956206 (18.66) 253203 156206 (18.66) 253203 956,206 (19.88) 253203 956206 (17.73) isopalmitique
16.24 SBA
16.69 SAR Trans acide vaccinique
281.215 (100) 281.215 (100) 281.215 (100)
43 16.69 SVR Abs 281.22 281.22 281.22 ou
l6.65 SBA 282.219 (20.13) 282.219 (20.98) 282.219 (16.73) acide Oléique
281.15 (100) 1
44 16.71 SAE 639.47 593.317 (37.18) Abs Abs Abs Ester d’acide oléique
174.936 (19.13) 174.935 (19.12) . .
45 };gg géﬁ Abs 576.80 304.878 (100) 576.80 304.877 (100) Abs PhOSpha§g§°h°1‘“e lyso
: 372.855 (16.45) 372.858 (7.39) :
18.18 SAE
18.59 SAR 489.222 (100) 489.222 (100) 489.222 (100) N
46 17.90 SBA 49022 490225 (26.91) 49022 490225 (26.91) Abs 49022 490225 (24.96) Glimepiride
18.80 SVR
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3. Activité antioxydante in vitro

3.1. Activité antiradicalaire contre le DPPH

L’activité anti-radicalaire a ét¢ évaluée par la méthode du radical DPPH qui est une méthode
fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette méthode est basée sur la réduction d’une solution
méthanolique de DPPH en présence d’un antioxydant qui donne un hydrogéne ou un électron pour
donner la forme non radicalaire DPPH-H. L’activité antioxydant des extraits est exprimée en ICso.
La plus parts des extraits ont montré une activité antiradicalaire trés puissante contre le DPPH
allant de 17.00 £ 1.00 a 60 = 1.03 ug/ml pour ’EM SBA et ’ED SAR respectivement et
comparable au standard utilisé (BHT 22.32 + 1.19 pg/ml, Fig. 20) sauf pour les extraits préparés
a partir de SAR (P <0.0001).
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0 T T f f T T
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Figure 20. Activité antiradicalaire contre le DPPH des différents extraits de plante du genre
Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso £ SD (n=3) (***P < 0.003, **** P <0.0001) vs
BHT comme standard. ns : non significatif.

3.2.  Activité antiradicalaire contre ’ABTS

Le test de piégeage des radicaux ABTS est I'une des méthodes les plus utilisées pour déterminer
la capacité antioxydante du don d'hydrogene et de la rupture de chaine d’oxydation. Le radical
ABTS peut étre oxydé par des radicaux peroxyles pour former un radical stable qui absorbe entre

600 et 750 nm. L'absorption diminue avec la présence d'antioxydants et le balayage des radicaux
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ABTS. Les extraits étudiés ont montré des effets piégeant vis a vis du radical ABTS qui peuvent
étre classé selon 1'ordre suivant BHT > EM SBA > EM SVR > EM SAE > ED SAE > ED SBA >
EM SAR > ED SVR > ED SAR. En général les extraits méthanoliques pour chaque espéce
présentent une activité plus importante en comparaison avec I’extrait par décoction correspondant
(P<0.0001) sauf pour les extraits de SAE qui présentent des activités comparables (P<0.05). En
effet, I’activité la plus ¢élevée est obtenue avec ’EM SBA avec une ICso de 16.35 + 1.02 pg/ml;
par contre, I’activité la plus faible est obtenue avec I’ED SAR de 57.14 + 1.02 pg/ml. Cependant,

aucun extrait n’a montré une activité comparable a celle du BHT (8.84 + 1.58 ug/ml, P<0.0001 ;
Fig. 21)

EE em p<0.0001
r,
60 T //A ED KKKk
p<0.0001
:E_ 404 &k ok
2 p<0.0001 —
2 — =
&) ns
— Rk ek
204 e e Kk g
0 T T T T
SAE SYR SBA SAR BHT

Figure 21. Activité antiradicalaire contre I’ABTS des différents extraits de plante du genre
Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:

Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso = SD (n=3) (**** P < 0.0001) vs BHT comme
standard. ns : non significatif.

3.3. Activité antiradicalaire contre I’anion superoxyde

Dans cette étude, la capacité de l'extrait a piéger le radical anions superoxyde généré dans le
systtme NaOH-DMSO-NBT, est étudiée en suivant par la formation du formazan bleu. La
réduction du nitro bleu tétrazolium en formazan a été initie par le superoxyde généré qui reste

stable en solution a température ambiante. D’apres les résultats (Fig. 22), tous les extraits ont
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montré une activité antiradicalaire plus importante et plus puissante en comparaison avec le
standard (23.73 = 1.11 pg/ml, P<0.0001) sauf pour ’ED SAR (44.75 £ 1.12 pg/ml, P<0.0001).
Les extraits méthanoliques présentent toujours une activité importante en comparaison avec les
extraits obtenus par décoction (P<0.002) qui ont donnés des valeurs d’inhibition comprises entre

523 £1.03 et 23.05 £ 1.10 ug/ml pour ’EM SAE et ’ED SAE respectivement.

p<0.0001
50- —
Efev 2 eo

40-
— 30 p<0.0001
£ 1
g ns p<0.0001
3 1
9 * %

409 p<0.002

* &k
10_ ETT T Jo—
*k**k _I_
0 4 L L EE L T
SAF, SVR SBA SAR BHT

Figure 22. Activité antiradicalaire contre I’anion superoxyde des différents extraits de plante
du genre Salvia par la méthode DMSO alcalin.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso £ SD (n=3) (**** P < 0.0001) vs BHT comme
standard. ns : non significatif.

3.4. Inhibition du blanchissement de la -caroténe

Le blanchiment de la B-caroténe est un phénomene résulte de 1’effet des hydroperoxydes formés
a partir d'acide linoléique, ces radicaux libres vont par la suite oxyder la B-caroténe, en entrainant
ainsi la disparition de sa couleur rouge. Cette décoloration est suivie spectrophotométriquement a
490 nm (Fig. 23). Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux dérivés
de I’acide linoléique et/ou inhibé 1’oxydation donc prévenir le blanchissement du p-caroteéne. Les
extraits de plantes et le BHT a 2 mg/ml ont montré une inhibition significative de 1'oxydation de
l'acide linoléique et du blanchiment du B-caroténe, en comparaison avec le controle négatif. Apres
24 heure, tous les extraits méthanoliques présentent une activité antioxydante moindre en

comparaison avec leurs extraits correspondants obtenus par décoction (P<0.0001). Les extraits
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méthanolique de SBA et SAR présentent ’inhibition la plus faible (P<0.002) des extraits étudiés
en comparaison avec le BHT (85.25 + 1.48%) avec des taux d’inhibition de 71.27 + 1.96 et 69.90
+ 2.07% respectivement. Par contre, la plupart des extraits obtenus par décoction ont montré une
activité inhibitrice supérieure (P<0.0001) a celle obtenue avec le BHT avec une activité croissante

selon I’ordre suivant SBA < SAE < SVR < SAR avec des taux d’inhibition compris entre 87.44 et

89.09% (Fig. 24).
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Figure 23. Evolution de I’absorbance du -caroténe en présence des différents extraits de plante

du genre Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:

Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne d’absorbance + SD (n=3). ns : non significatif.
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Figure 24. Activité antioxydante contre le blanchissement du B-caroténe des différents extraits
de plante du genre Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de % £ SD (n=3) (**P<0.01, ***P<0.002, **** P <
0.0001) vs BHT comme standard. ns : non significatif.

3.5. Test de chélation du Fer ferreux (ferrozine)

Dans cette ¢tude, l'activité de chélation du fer ferreux a ét€¢ mesurée par l'inhibition de la
formation de complexe Fe**-ferrozine aprés 1’incubation des extraits de Salvia avec le Fe*" suivant
la méthode de Decker et Welch (Fig. 25). La ferrozine peut quantitativement former des complexes
avec Fe?'. Cependant, en présence d'agents chélateurs, la formation du complexe est perturbée de
telle sorte que la couleur du complexe est diminuée. La mesure de la réduction de la couleur, par
conséquent, permet l'estimation de l'activité de chélation de l'agent chélatant coexistant. L’ion
ferreux bivalent joue un réle important en tant que catalyseurs des processus oxydatifs, conduisant
a la formation de radicaux superoxydes et d'anions hydroxyles par des réactions de Fenton. La
chélation d’ions ferreux (Fe?") peut rendre effets antioxydants importants en retardant 1'oxydation
catalysée par ce métal. L activité de chélation du fer la plus importante est remarquée en présence
des extraits méthanoliques avec des ICso 63.01 = 1.11, 67.99 &+ 1.04, 70.39 + 1.13 et 88.12 + 1.04
ug/ml pour SAR EM, SAE EM, SVR EM et SBA EM respectivement. Par contre, ’activité de
chélation pour tous les extraits obtenus par décoction est trop inferieure a celle remarquée avec les
extraits méthanoliques (P<0.0001) avec des ICso entre 109.70 £ 1.07 et 125.60 + 1.06 pg/ml.

Aucun extrait n’a présenté une activité comparable a celle du standard EDTA (P<0.0001).
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Figure 25. Chélation du fer ferreux des différents extraits de plante du genre Salvia par la
méthode ferrozine.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso = SD (n=3) (**** P <0.0001) vs EDTA comme
standard. ns : non significatif.

3.6. Test du pouvoir réducteur (méthode du bleu de Perl prussien)

Le pouvoir de transformer I’ion Fe** en Fe?" par les différents extraits étudiés semble trés
important. Les extraits EM et ED préparés a partir de SAE, SVR et SBA ont montré des activités
réductrices tres proches et qui se trouvent classés selon 1’ordre croissant suivant ED SAE < ED
SVR <EM SAE <EM SVR <ED SBA <EM SBA avec les ICso 72.97 +2.42, 69.52 £ 3.07, 62.07
+2.53,56.64 £ 4.81, 58.30 +£2.52 et 48.82 + 4.70 pg/ml respectivement (Fig. 26). Par contre, les
extraits préparés a partir de SAR ont montré 1’effet le plus faible avec des ICso de 105.13 + 6.19
et 139.15 £ 3.15 pg/ml pour ’EM SAR et ’ED SAR respectivement. Seul 1’extrait ’EM SBA a
montré une activité comparable a celle de BHT (41.67 £+ 2.6 pg/ml, P>0.05).

70



Résultats

p<0.0001
150 1

E em ED

hdkk

100+

p<0.05 p<0.05

I 1
Hokk

ns

LT L]

|C50 uglml
#*

%%

50+

O,

SAE S SBA SAR BHT

Figure 26. Pouvoir réducteur des différents extraits de plante du genre Sa/lvia par la méthode du
bleu de Perl Prussien.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso £ SD (n=3) (**P<0.002, **** P < 0.0001) vs
BHT comme standard. ns : non significatif.

3.7. Test du pouvoir réducteur (méthode du phénanthroline)

Comme pour le test précédant, 1’augmentation de la coloration rouge-orangée indique un
pouvoir réducteur €éleve. Les extraits méthanoliques présentent toujours un pouvoir réducteur élevé
en comparaison avec les extraits obtenus par décoction (P<0.0003) sauf pour ’EM et ’ED du SBA
qui ont montré des activités comparables (P>0.05). Les différentes valeurs des ICso varient entre
18.72 £ 1.04 et 59.62 + 2.94 ng/ml pour les extraits préparés a partir de SAE, SVR et SAR (Fig.
27). Seul ’EM SBA et I’ED SBA ont montré une activité comparable a celle du BHT (12.17 +
0.79 pg/ml, P>0.05) avec des ICsp de 16.19 £ 1.03 et 15.31 £+ 0.6 pg/ml respectivement. Cependant
’activité remarquée en présence de I’EM SAE est un peu proche du celle du BHT (P<0.05)
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Figure 27. Pouvoir réducteur des différents extraits de plante du genre Sa/lvia par la méthode du

Phénanthroline.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso = SD (n=3) (*P<0.05, **** P <0.0001) vs BHT
comme standard. ns : non significatif.

3.8. Test du pouvoir réducteur du cuivre

Le test de CUPRAC est l'une des méthodes les plus utilisées pour déterminer la capacité
antioxydante par réduction du bis(neocuproine) Cu? pour former un complexe stable qui absorbe
a 450 nm. L'absorption augment avec la présence d'antioxydants. L’augmentation de I'effet
réducteur des différents extraits se trouvent dans 1'ordre BHT > EM SBA > EM SAE > EM SVR
> EM SAR > ED SBA > ED SVR > ED SAR > ED SAE (Fig. 28). En général les extraits
méthanoliques pour chaque espece présentent une activité puissante en comparaison avec 1’extrait
par décoction correspondant (P<0.0001). En effet, ’activité la plus élevée est obtenue avec I’EM
SBA avec Aso de 7. 4 £ 0.5 pg/ml; par contre, I’activité la plus faible est obtenue avec ’ED SAE
de 56.67 + 1.1 pg/ml. Seul ’EM SBA a montré une activité comparable a celle du BHT (Aso =
3.13 £ 0.75 pg/ml, P>0.05).
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Figure 28. Pouvoir réducteur du cuivre (CUPRAC) des différents extraits de plante du genre

Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso £ SD (n=3) (**P<0.002, **** P < 0.0001) vs
BHT comme standard. ns : non significatif.

3.9. [Inhibition enzymatique in vitro
3.9.1. Inhibition du cholinestérase

La pré-incubation de I’AChE avec 200 pg/ml des différents extraits des plantes étudiées induit
une légere diminution de son activité comprise entre 17.03 et 57.6% pendant les 5 premicres
minutes qui suivent 1’incubation pour la plupart des extraits. Cependant, les extrait ED SBA et ED
SAR ont présenté une inhibition importante de ’activité enzymatique de I’ordre de 72.63 et
92.74% respectivement (Fig. 29). Apres 15 minutes d’incubation, I’enzyme a repris son activité.
L’inhibition enzymatique diminue pour atteindre une moyenne de 18.5% pour la plupart des
extraits étudiés sauf en présence de I’ED SBA qui a subi une diminution de 53.19% et reste
inférieure a I’inhibition en présence du galantamine (94.77 + 0.34% pour 200 pg/ml, Fig. 29). A
I’inverse de I’AChE, le prétraitement de la BChE par différentes concentrations des différents
extraits induit une diminution importante de 1’activité enzymatique de manic€re concentration
dépendante pendant les 5 premicres minutes qui suivent 1’incubation, pour atteindre un taux
d’inhibition a 200 pg/ml de 86.64, 100, 61.27, 93.39, 64.16, 61.63, 63.44 et 75.80% pour I’EM
SAE, ED SAE, EM SVR, ED SVR, EM SBA, ED SBA, EM SAR et ED SAR respectivement. A

la fin de la période d’incubation, I’inhibition enzymatique induite par les extraits étudiés persiste
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sauf pour les extraits de SVR avec une moyenne de 14%. Les taux d’inhibition sont 71.60, 41.19,

71.70, 59.63, 80.63 et 53.78 pg/ml pour EM SAE, ED SAE, EM SBA, ED SBA, EM SAR, ED
SAR respectivement (Fig. 30).
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Figure 29. Inhibition de I’AChE des différents extraits de plante du genre Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de % + SD (n=3). ns : non significatif.
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Figure 30. Inhibition du BChE des différents extraits de plante du genre Salvia.
SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de % + SD (n=3). ns : non significatif.
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3.9.2. Inhibition de I’alpha-glucosidase
Le prétraitement de I’alphaglucosidase avec les différents extraits étudiés induit une forte
inhibition (P<0.0001) de cette enzyme avec des ICso en comparaison a celui de 1’acarbose
(275.43 £ 1.36 pg/ml) pour ’ED SAE, ’EM SVR et ’EM SAR (ICsp 96.94 + 0.58, 150.05 +
1.04 et 111.2 £ 1.35 pg/ml respectivement, Fig. 31). L’inhibition enzymatique en présence des
autres extraits suit I’ordre ED SAR > ED SAE> EM SBA > ED SVR> ED SBA (Fig. 31). De
méme, I’inhibition enzymatique observée en présence des extrait obtenus par décoction était

inferieur en comparaison avec leur extraits méthanoliques correspondants (P < 0.0001)
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Figure 31. Inhibition de I’alphaglucosidase des différents extraits de plante du genre Salvia.
SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso + SD (n=3) (***P<0.0003, **** P< 0.0001) vs
acarbose comme standard. ns : non significatif.

3.9.3. Inhibition de I’alpha-amylase
Les résultats de ce test ont montré que les extraits méthanoliques de SAE et SVR sont capable
d’inhiber ’enzyme apres 30 minutes d’incubation et peuvent atteindre un taux d’inhibition de
88.72 et 85.52% respectivement pour 200 ug/ml. La figure a montré 1’évolution de I’inhibition de
I’activité enzymatique de I’alpha amylase en présence des différents extraits de plantes a des
différentes concentrations. Les valeurs des ICso dans ce cas (96.94 + 0.58 et 150.5 + 1.40 pg/ml
pour I’EM SAE et ’EM SVR respectivement; Fig. 32) sont trop inférieure a celles observées en

présence de 1’acarbose (3.65 + 0.02 mg/ml, P <0.0001). Tous les extraits préparés par décoction
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ont montré un effet inhibiteur trés faible envers 1’activité enzymatique de I’alpha glucosidase. Les

taux d’inhibition sont compris entre 14.94 et 34.19%.
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Figure 32. Inhibition de I’alpha amylase des différents extraits de plante du genre Salvia.
SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de % + SD (n=3). ns : non significatif.

3.10. Inhibition de la glycation

L’inhibition de la glycation des différents extraits étudiés a 2 mg/ml est importante et presque
comparable pour les deux types d’extrait pour chaque plante (P > 0.05) et varie entre 69.2 et 81.8%
(Fig. 33). L’efficacité des extraits utilisés a cette dose (2 mg/ml) reste inférieure de la rutine avec
99.6% (P >0.0001).

En terme d’ICso, les extraits métanolique des plantes étudiées ont montré toujours une activité
¢levée en comparaison avec les extraits obtenus par décoction (P >0.0001). En effet, I’inhibition
la plus efficace est observée avec les extraits de SBA avec des valeurs de ICso de 70.0 + 0.1 et 90.1
+ 0.5 pg/ml pour EM SBA et ED SBA respectivement, suivie par les différents extraits selon
I’ordre EM SVR > EM SAE > ED SVR > EM SAR > ED SAE. Les valeurs des ICs enregistrées

sont respectivement 100.0 = 0.1, 110.0 = 0.001, 170.0 + 0.6, 190.0 = 0.3 et 210.0 + 4.0 pg/ml
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respectivement. L’ED SAR montre ’activité la plus faible (360 + 0.4 pg/ml). Aucun extrait n’a

présenté une activité importante en comparaison avec la rutine (ICso : 20.0 + 0.4 pg/ml, P<0.0001,

Fig. 34).
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Figure 33. Activité anti glycation des différents extraits de plante du genre Sa/via a 2 mg/ml.
SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de % £ SD (n=3) **** P< (0.0001) vs Rutine comme

standard. ns : non significatif.
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Figure 34. Activité anti glycation des différents extraits de plante du genre Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso = SD (n=3) (**** P< 0.0001) vs Rutine comme
standard. ns : non significatif.

3.11. Activité anti inflammatoire (flambé respiratoire)

L’activité antiinflammatoire est suivie en mesurant la luminescence produite suite a I’oxydation
de luminol par les espéces réactives de I'oxygene générés par les cellules immunitaires.
L’inhibition des cellules immunitaires par les différents extraits étudiés conduit a la diminution de
la lumiére émise. En effet, les extraits préparés a partir de SAE, SBA et SAR ont montré des
activités trés importantes et méme comparable avec celle de I’ibuproféne utilis¢é comme standard
(ICs0: 12.0 £ 0.003 pg/ml, P > 0.05, Fig. 35). Les extraits EM SAE et EM SBA (ICs039.5 + 4.6 et
35.4 £ 3.1 pg/ml) ont montré un effet important et comparable avec les mémes extraits obtenus
par décoction avec les ICso suivantes 38.1 £ 0.8 et 38.1 &+ 3.1 pg/ml. L’activité inhibitrice la plus
remarquable est obtenue avec I’EM SAR avec une ICso de 28.8 £ 1.6 ng/ml. Par contre, les effets
les plus faibles sont obtenus avec les extraits EM SVR et ED SVR avec des valeurs de ICso de
I’ordre de 88.6 + 0.5 et 261.54 + 22.81 pg/ml.
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Figure 35. Activité anti inflammatoire (flambé respiratoire) des différents extraits de plante du
genre Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de ICso + SD (n=3) (*P<0.05, P<0.002, **** P< 0.0001)
vs Ibuproféne comme standard. ns : non significatif.
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3.12. Test de cytotoxicité

Deux lignée cellulaire 3T3 et HeLa sont utilisées pour tester la toxicité des différents extraits
de plantes du genre Salvia. En effet, les résultats ont montré que tous les extraits décoctés ont un
effets cytotoxique trop faible et non significatif (P>0.05, Fig. 36). Les taux de toxicité varient entre
3.47 et 20.47%. Cependant, une légere prolifération est observée en présence des extraits
méthanolique avec des taux compris entre 7.76 et 13.2% (P>0.05). De méme, les différents extraits
¢tudiés n’ont montré aucune toxicité envers la lignée cellulaire HeLa sauf pour I’ED SVR qui
présente une toxicité de 32.5 + 7.61%. Par contre, une prolifération de 33.8 + 5.82 est observée en

présence de ’ED SAR. Une prolifération 1égere et non significative est observée avec le autres

extraits (P>0.05, Fig. 37).

100
[ v B4 e
804
60
p<0.0003
s 407 | ns
= *k kK
Lo ‘ 1
E v e e
-_E 20— ns ns
e e | AW I ETT TS
0 = lrorsrs]
==;."Edli ke
-20- e Fwkk
-40-
1 1 I I 1 I I 1 1
— — — = Cyclohexamide
SAE SVR SBA SAR 30 uyMm

Figure 36. Cytotoxicité sur la lignée cellulaire 3T3 des différents extraits de plante du genre
Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de % + SEM (n=3) (**** P<0.0001) vs Cyclohexamide
comme standard. ns : non significatif.
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Figure 37. Cytotoxicité sur la lignée cellulaire HeLa des différents extraits de plante du genre
Salvia.

SAE: S. aegyptiaca; SAR : S. argentea; SBA: S. barrelieri; SVR: S. verbenaca; EM: Extrait Méthanolique, ED:
Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne de % + SEM (n=3) (**** P<0.0001) vs Cyclohexamide
comme standard. ns : non significatif.

3.13. Test de toxicité aigiie

L’observation quotidienne des souris, aprés 1’administration orale de 2000 ou 5000 mg/kg de
chaque extrait, n’a montré aucun signe de toxicité neurologique ou physique. De méme, pas de
mortalité a été enregistrée pendant les 14 jours d’observation. L’analyse morphologique des
organes, apres sacrifice, n’a dévoilé aucun changement dans la forme ou la couleur.

3.14. Transit intestinal et vidange gastrique

Dans la présente étude, les animaux sont traités par I’administration orale de 0.1 ml/20g de
solution test de I’extrait avant ’administration du repas d’essai. Le transit intestinal et la vidange
gastrique sont mesurés apres 20 minutes de sé¢jour de la solution de rouge phénol dans I’estomac.
Le taux du transit intestinal et de la vidange gastrique chez les souris témoins (traitées par du CMC
1.5% uniquement) une heure avant le gavage du rouge phénol sont de 61.69 + 2.65 et 79.36 +
4.04% (n=8) respectivement. Dans une autre série d’expériences, chaque extrait est administré
(400 mg/kg) en présence de différentes substances pharmacologiques, afin de déterminer le
mécanisme d'action de I’extrait sur la vidange gastrique et le transit intestinal. Le traitement des
souris par I’atropine 1 mg/kg, la L-Arg 300 mg/kg ou le L-NNA 20 mg/kg réduit significativement
(P<0.0001) le transit a 29.01, 37.48 et 42.28% respectivement. De méme, ces produits
pharmacologiques, utilisés antérieurement, réduisent les taux de la vidange gastrique a 55.96,
47.97 et 32.26% (P < 0.002) pour I’Atr, la L-Arg et le L-NNA respectivement.
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3.14.1. Effets de S. aegyptiaca

L’administration de I’extrait de ’EM SAE, a différentes doses, induit une 1égére diminution
(P>0.05) du transit intestinal de maniére indépendante de la concentration, pour arriver a un taux
de 50.58% pour 200 mg/kg (Fig. 38). Par contre, ’ED SAE induit une légere diminution de 6.46%
(P>0.05) cependant une augmentation du transit a 71.85% est observée avec I’ED SAE 400 mg/kg.
Cette augmentation reste non significative (P >0.05). Le changement du type d’extrait avec le
transit intestinal n’a aucun effet sauf pour la dose 400 mg/kg (P<0.05).

Le blocage des récepteurs muscariniques par I’atropine en présence de I’EM SAE n’a aucun
effet sur le transit intestinal en comparaison avec I’EM SAE seul (P>0.05, Fig. 39). Par contre, en
présence de I’ED, une diminution du transit intestinal de 19.39% (P<0.0002) est observée. Le
transit intestinal observé avec 1’ Atr reste inférieur (P<0.0001) a ceux obtenus avec chaque extrait
seul.

L’administration orale de la L-Arg (donneur de NO par la NOS), juste aprés I’administration
des extraits, diminue de maniére significative le transit intestinal pour atteindre 44.90 et 54.02%
pour I’EM et ED respectivement (Fig. 39). De méme, le L-NNA induit une diminution du taux
de transit intestinal en présence des extraits pour atteindre 51 (P>0.05) et 46% (P<0.0002) en
comparaison avec les extraits seuls. Les taux de transit intestinal des EM et ED en présence du L-

NNA sont comparables a celui du L-NNA seul (P>0.05, Fig. 39).
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Figure 38. Effet de S. aegyptiaca sur le transit intestinal des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (#### P<
0.0001) vs Atropine. ns : non significatif; n = 7-9.
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Figure 39. M¢écanisme de I’effet de S. aegyptiaca sur le transit intestinal des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (**P<0.002,
**%*P<(.0001) vs CMC ; ($$$ P< 0.0002) vs contrdle correspondant. ns : non significatif; n = 7-9.

Seul ’EM SAE a 100 mg/kg induit une diminution significative de la vidange gastrique a
56.03% (P<0.05, Fig. 40). Par contre, les autres doses des extraits utilisés induisent une 1égere
diminution pour atteindre un taux compris entre 61 et 69%. Les taux de la vidange gastrique
obtenus avec les différents extraits sont comparables a celui obtenu avec 1’atropine seul (P>0.05).

Le traitement des souris avec 1’atropine et I’EM ou ED (400 mg/kg) simultanément réduit les
taux de la vidange gastrique a 56.47 (P<0.05) et 67% (P>0.05). Malgré que la diminution de la
vidange gastrique soit non significative pour I’ED, le taux de cette derniere reste comparable a
celui de I’Atr seule.

L’administration orale de la L-Arg avec les extraits induit aune augmentation légere de la
vidange, mais de maniére non significative pour atteindre 84.34 et 82.56% (P>0.05, Fig. 41) pour
I’EM et ’ED respectivement. Les taux de la vidange gastrique sont hautement €levés par rapport
ala L-Argseule (P<0.0001). Par contre, I’utilisation du L-NNA avec I’ED réduit significativement
la vidange a 40% (P<0.0001), alors qu’en présence de ’EM la vidange reste inchangée (P>0.05,
Fig. 41)
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Figure 40. Effet de S. aegyptiaca sur la vidange gastrique des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (* P< 0.05,
**P<(0.002) vs CMC. ns : non significatif.
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Figure 41. Mécanisme de I’effet de S. aegyptiaca sur la vidange gastrique des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (**P<0.002,
**%*p<0.0001) vs CMC ; ($$$$ P<0.0001) vs contrdle correspondant. ns : non significatif.
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3.14.2. Effets de S. verbenaca

Le traitement des souris par différentes doses de chaque extrait de plantes induit une diminution
progressive non significative du transit intestinal pour arriver aux taux de 53.85 et 56.26%
(P>0.05) pour ’EM et I’ED respectivement (Fig. 42).

Le traitement des souris avec 1’atropine et les extraits de S. verbenaca n’a aucun effet sur les
taux de transit intestinal (Fig. 43).

La diminution significative remarquée lors de I’utilisation de la L-Arg persiste en présence des
extraits a la dose 400 mg/kg. Les taux du transit intestinal dans ce cas sont 47.65 et 43.93%
(P<0.002) pour ’EM et ’ED respectivement (Fig. 43). Les taux de transit intestinal avec ces
derniers restent comparables a celui de la L-Arg seul. Par contre, aucune différence significative

est enregistrée lors du traitement des souris avec du L-NNA avec I’EM ou I’ED simultanément.
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Figure 42. Effet de S. verbenaca sur le transit intestinal des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % = SEM (##P<0.002,
###P<0.0002, #### P< 0.0001) vs Atropine. ns : non significatif.
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Figure 43. Mécanisme de 1’effet de S. verbenaca sur le transit intestinal des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % = SEM (¥*P<0.002,
****¥P<0.0001) vs CMC. ns : non significatif.

Le traitement des souris par I’EM SVR a diminu¢ progressivement les taux de vidange gastrique
pour atteindre 52.45 + 3.47% pour la dose 400 mg/kg (P<0.0002, Fig. 44). Ce dernier est
comparable a celui de I’atropine seule. Par contre, aucun effet n’a été remarqué pour I’extrait
décocté.

Le blocage des récepteurs muscariniques en présence de I’ED étudié réduit le taux de la vidange
gastrique en comparaison avec son témoin correspondant (ED seul a 400 mg/kg) de 10.55%
(P<0.05), parallelement le taux de vidange gastrique en présence de I’EM reste réduit et
comparable avec ’atropine seule.

L’utilisation de la L-Arg avec I’EM SVR simultanément a légérement augmenté le taux de la
vidange gastrique en comparaison avec I’EM seul. Par contre, I’effet de 1’arginine seule est aboli
suite a I’utilisation de ’ED VSR a 400 mg/kg, le taux de la vidange gastrique, dans ce cas, est
80.03 + 3.41% (P<000.1, Fig. 45). L’administration orale de 400 mg/kg de ’EM SVR sous I’effet
de L-NNA, augmente légérement la vidange gastrique de 9.42% en comparaison avec I’EM seul.
Par contre, I’effet inhibiteur de la NOS par le L-NNA persiste méme en présence de I’ED SVR
avec un taux de 33.79 + 3.46%.
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Figure 44. Effet de S. verbenaca sur la vidange gastrique des souris.

EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (**P<0.002)
vs CMC. ns ; (#P<0.05, ##P<0.002, ##P<0.0002) vs Atropine ; ($P<0.05, $$$P<0.0002) vs EM 400 mg/kg ns:

non significatif.
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Figure 45. Mécanisme de I’effet de S. verbenaca sur la vidange gastrique des souris.

EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (**P<0.002,

**%*¥P<0.0001) vs CMC ; ($3$$$ P< 0.0001) vs contréle correspondant. ns : non significatif.
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3.14.3. Effets de S. barrelieri

Le traitement des souris par les extraits de SBA n’a aucun effet sur le transit intestinal (P>0.05),
une légere augmentation est observée avec la dose 400 mg/kg, cette augmentation reste non
significative (Fig. 46).

Le blocage des récepteurs muscariniques induit une diminution du transit intestinal en présence
des extrait EM et ED de la plante étudi¢e de 10.34 et 17.53% respectivement (P<0.002). Malgré
cette diminution, les taux de transit en présence des extraits et de 1’atropine restent élevés par
rapport a 1’atropine seule (P<0.0001).

En présence de I’Arg les EM et ED induisent une forte diminution du transit intestinal en
comparaison avec leurs controles correspondants, les taux enregistrés dans ce cas sont 47.31 +
4.21 et 50.80 = 2.08% (P<0.0002) respectivement. Parallelement, I’’EM et ED sous I’inhibition de
la NOS induisent une diminution de 12.24 et 17.24% (P<0.002) respectivement, les taux de transit

dans ce cas sont comparables a celui du L-NNA seul (Fig. 47).
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Figure 46. Effet de S. barrelieri sur le transit intestinal des souris.

EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM
(###P<0.0002, #### P< 0.0001) vs Atropine. ns : non significatif.
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Figure 47. Mécanisme de I’effet de S. barrelieri sur le transit intestinal des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (**P<0.002,
***%P<0.0001) vs CMC. ($3P<0.002, $$$ P<0.0001) vs controle correspondant, ns : non significatif.

Seules les doses de I’EM SBA induisent une forte inhibition de la vidange gastrique a 46.82 +
4.34, 5471 + 3.29 et 48.45 + 1.33% (P<0.0001) pour les doses 100, 200 et 400 mg/kg
respectivement (Fig. 48), cette diminution est comparable a celle induite par I’atropine seule. Par
contre les doses de I’extrait ED n’ont aucun effet.

Le couplage des extraits avec I’atropine diminue le taux de la vidange gastrique pour I’ED a
60.96% (P<0.05, Fig. 49), cependant le taux de la vidange gastrique observé avec le mélange de
I’EM et I’ Atr reste inchangé en comparaison avec I’EM seul.

La diminution du taux de la vidange gastrique induite par I’EM SBA persiste apres 1’addition
de la L-Arg. Par contre, ce dernier n’a aucun effet sur la vidange gastrique en présence de I’ED
SBA (P<0.0001). L’administration orale de 400 mg/kg de I’EM et ’ED de la plante étudiée sous
I’effet du L-NNA induit une diminution du taux de la vidange gastrique respective de 5 et 27.8%.
D’une part, le taux de la vidange en présence du I’EM et L-NNA et comparable a celui de 'EM
SBA seul (Fig. 49). D’autre part, le taux de la vidange gastrique en présence du L-NNA et de ’ED
est élevé par rapport au taux observé avec le L-NNA seul (P<0.0002).
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Figure 48. Effet de S. barrelieri sur la vidange gastrique des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (**P<0.002)
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Figure 49. Mécanisme de ’effet de S. barrelieri sur la vidange gastrique des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (**P<0.002,
**%*P<(.0001) vs CMC ; ($$$$ P<0.0001) vs contrdle correspondant. ns : non significatif.
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3.14.4. Effets de S. argentea

Le traitement des souris par ’EM SAR induit une diminution significative, de maniére dose
dépendante, du transit intestinal en comparaison avec les souris normales traitées par le CMC 1.5%
seulement. Les taux enregistrés pour les doses 200 et 400 mg/kg sont 47.29 + 4.33 et 38.72 +
4.25% respectivement (P<0.002, Fig. 50). Par contre, ’ED SAR n’a aucun effet significatif
(p>0.05).

Le blocage des récepteurs muscariniques par I’atropine en présence de I’EM SAE n’a aucun
effet sur le transit intestinal en comparaison avec I’EM SAR seul (P>0.05, Fig. 51). Par contre, en
présence de I’ED, une diminution du transit intestinal de 11.07% (P<0.05) est observée.

L’administration orale de la L-Arg, juste apres I’administration des extraits, diminue de manicre
significative le transit intestinal pour atteindre 39.62% pour ’ED (P<0.002, Fig. 51) en
comparaison avec ’ED seul. Cependant, pas d’effet observé sur le transit intestinal induit par ’EM
SAR. Par contre, I’utilisation du L-NNA avec les extraits de SAR n’a montré aucun effet sur le

transit intestinal (P>0.05).
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H

1.5% 1mg/kg
Figure 50. Effet de S. argentea sur le transit intestinal des souris.

EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM ##P<0.002,
###P<0.0002, #### P< 0.0001) vs Atropine. ($$P<0.002) vs EM 100mg/kg, ns : non significatif.

91



Résultats

80 ns
p<0.002 | p<0.05
ns I ns ns
| T — 17
60 -T- P<0.05 IS —
= ns =l=
] —] =
£ g 2t HE
3 o0 l — =
2 e = ==
E 407 l 30X —
] * & ] ] ]
= 0 R Y — N —
7} I3 P s N e N
= 15 B — =
= R R ===
AN PSS — =
ol — H E
— UL g —_— 1§ —
20 [0 :::: 1 = =
tote Il tete /3 =
tote Il tete — —
(3 04 —1 — —
3 B — EHH B
(X0 B — 1 H
vl — H B
ey oo — = =
0= T N S
0 EM ED 0 EM ED 0 EM ED
Conraole Atropine Arginine L-NNA
1 mg/Kg 300 mg/Kg 20 mg/Kg

Figure 51. Mécanisme de I’effet de S. argentea sur le transit intestinal des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (¥*P<0.002,
*#**%P<0.0001) vs CMC. ($$P<0.002, $$$ P<0.0001) vs contrdle correspondant, ns : non significatif.

Une diminution importante (dose dépendante) des taux du vidange gastrique est observée suite
a lutilisation des différentes doses de ’EM SAR. Cette diminution varie entre 20.84 et 43.19%
(P<0.0001) pour les doses 200 et 400 mg/kg respectivement. Par ailleur, une légere augmentation
pour la dose 100 mg/kg suivie par une diminution progressive sont observée avec ’ED afin
d’atteindre un taux de 73.71 + 3.08% pour la dose 400 mg/kg (P>0.05, Fig. 52).

L’utilisation de I’Atropine simultanément avec I’EM et I’ED de SAR a diminué
significativement le taux de vidange gastrique en comparaison avec les souris normales non
traitées. Les taux de diminution atteint 59.54 + 4.58% (P<0.05) pour I’EM SAR.

La diminution du taux de la vidange gastrique induite par ’EM SBA persiste apres 1’addition
de la L-Arg. Par contre, I’effet de I’arginine seul est aboli suite I’utilisation de I’ED VSR a 400
mg/kg, le taux de la vidange gastrique, dans ce cas, est 70.48 £+ 3.89% (P<0.05, Fig. 53). L’effet
inhibiteur de la NOS par le L-NNA a augment¢ légerement en présence de 1’extrait EM SAR avec
un taux de 20.72 + 5.42% (P>0.05). De méme, le taux de vidange observé avec ’ED SAR 400
mg/kg est fortement diminué de 40% (P<0.0002).
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Figure 52. Effet de S. argentea sur la vidange gastrique des souris.

EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (¥*P<0.002)
vs CMC. ns ; (#P<0.05, ##P<0.002, ###P<0.0002) vs Atropine ; (££P<0.002, ££££P<0.0001) vs EM 400 mg/kg,
($$P<0.002) vs EM 200 mg/kg, ns : non significatif.
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Figure 53. Mécanisme de I’effet de S. argentea sur la vidange gastrique des souris.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (**P<0.002,
**%*%P<0.0001) vs CMC ; ($$P<0.002, $$$ P< 0.0002) vs contrdle correspondant. ns : non significatif
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3.15. Activité anti ulcéreuse

3.15.1. Effet de S. aegyptiaca sur I’apparence macroscopique et histopathologique

L’analyse a révélé un effet important de 1’éthanol sur les tissus gastriques et les résultats sont
présentés aux figures. Les animaux qui ont regu de 1’éthanol a 100% ont présenté un dommage
macroscopique constant qui a été mis en évidence par une perte de couleur normale et de mucus
ainsi que par la présence de pétéchies, d’hémorragies et d’cedéme. Ce dommage est atténué par
I'administration de I’EM SAE ou I’ED SAE a différentes doses. Le pré-traitement des rats avec
I’EM SAE ou I’ED SAE aux doses utilisées (100, 200 et 400 mg/kg) a permis de réduire les dégats
causés par I’éthanol (Fig. 54). Ces résultats ont été mis en évidence par 'analyse histopathologique.
Il y a moins de signes de Iésions hémorragiques, moins d'infiltration et d'cedéme dans la muqueuse
gastrique des rats traités par I’ED SAE et ’EM SAE a la dose de 100 et 200 mg/kg. Les animaux
qui ont recu les doses les plus élevées (400 mg/kg) ont été complétement protégés contre 1'action

de I'éthanol, préservant tous les aspects histologiques par rapport au groupe d'animaux témoins
(Fig. 55).
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7

Figure 54. Effet de S. aegyptiaca sur I’apparence de la muqueuse gastrique dans ['ulcere
gastrique induit par I’éthanol.

1 : normal, 2 : Ethanol 100% seul, 3 : oméprazol 5 mg/kg, (4,5,6) : SAE EM (100, 200 et 400 mg/kg), (7, 8, 9) :
SAE ED (100, 200 et 400 mg/kg).
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7

Figure 55. Evaluation histopathologique de I’effet protecteur de S. aegyptiaca contre I’ulcere
gastrique induit par I’éthanol (agrandissement x 100).
1 : normal, 2 : Ethanol 100% seul, 3 : oméprazol 5 mg/kg, (4,5,6) : SAE EM (100, 200 et 400 mg/kg), (7, 8, 9) :

SAE ED (100, 200 et 400 mg/kg). Fléche rouge : endommagement de la barriére épithéliale. Fléche noire :
infiltration des cellules inflammatoires.
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3.15.2. Effet de S. aegyptiaca sur I’ulcére gastrique induit par I’éthanol
L’administration orale de 100, 200 et 400 mg/kg de I’ED SAE induit une protection importante
qui varie entre 76 et 84% et comparable a celle de I’oméprazole 5 mg/kg (79%, P>0.05, Fig. 56).
Cependant, une protection significative (P<0.05) de 87.98 et 88.75% est observée suite a
’utilisation de 200 et 400 mg/kg de ’EM SAE respectivement. Aucune différence significative

n’est enregistrée en comparaison les différents types d’extrait.
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Figure 56. Effet de S. aegyptiaca sur la muqueuse gastrique dans 1’ulcére gastric induit par
I”éthanol.

EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (#P<0.05) vs
oméprazole, ns : non significatif.

3.15.3. Effet sur la teneur total du mucus gastrique
L’effet de SAE sur la teneur de mucus gastrique est présenté dans la figure 57. En comparaison
avec le groupe des animaux traités avec le CMC 1.5% seul, ’'EM SAE a significativement
(P<0.0002) augmenté¢ le taux de mucus gastrique pour toutes les doses utilisées. Par contre, pour
I’ED a montré uniquement une augmentation (P<0.0001) pour la dose 400 mg/kg et 1égérement

supérieur a celui de I’oméprazole (Fig. 57).
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Figure 57. Effet de S. aegyptiaca sur la teneur du mucus gastrique.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % = SEM (**P0.001,
***P(.002) vs CMC1.5 % ; ($P<0.05) vs dose 400 mg/kg, ns : non significatif.

3.15.4. Effet sur la teneur de protéines

Généralement, le traitement des rats par différentes doses des extraits étudiés n’a aucun effet

(P>0.05) sur la teneur des protéines a I’exception des groupes traités par 400 mg/kg de ’EM SAE

(Fig. 58).
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Figure 58. Effet de S. aegyptiaca sur la teneur des protéines.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM ($$<P0.001)
vs dose 100 mg/kg ; (###P<0.0002) vs oméprazole, ns : non significatif.
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3.15.5. Effet sur ’activité de la catalase

Le traitement des rats avec I’EM SAE induit une augmentation de 1’activité de la catalase. Cette

activité devienne significative (P0.0001) pour les doses 200 et 400 mg/kg, 1’activité pour ces doses

respectivement était 9.58 £ 0.6 et 9.08 = 0.3 (n = 8) nmole/min/mg. Par contre, 1’activité de la

catalase observée avec les doses de I’ED SAE était comparable a celle obtenue avec I’oméprazole

(Fig. 59).
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Figure 59. Effet de S. aegyptiaca sur I’activité de la CAT.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM
(****¥P<0.0001) vs CMC 1.5%, ($$$<P0.0002) vs dose 100 mg/kg ; (#P<0.05) vs oméprazole, ns: non

significatif.

3.15.6. Effet sur le niveau de GSH

Le traitement des rats avec les extraits SAE induit une augmentation de manic¢re dose

dépendante des niveaux de GSH. Cette augmentation devienne significative (P<0.05) pour les

doses 200 et 400 mg/kg de PED SAE uniquement. Dans ce cas, les valeurs de GSH sont

respectivement 52.0+2.67 et 53.89 + 3.01 nmole TNB/g. Par contre, les teneurs de GSH observées

avec les doses de ’EM SAE étaient légérement élevées par rapport a celle obtenu avec

I’oméprazole (42.65 + 2.34 nmole TNB/g, Fig. 60).
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Figure 60. Effet de S. aegyptiaca sur le niveau de GSH.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (*P<0.05)
vs CMC 1.5%, ns : non significatif.

3.15.7. Effet sur la peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique et le contenant en MDA ont augmenté suite a I’application de
I’éthanol. D’une part, la teneur en MDA a diminuée (P<0.0001) suite au prétraitement des rats
avec I’oméprazole a 08.02 + 0.63 umole/g de tissu. D’autre part, le prétraitement des rats avec les
différentes doses de ’EM ou ’ED SAE a fortement diminué la peroxydation lipidique gastrique
(P<0.0001), les taux de diminution de MDA varient entre 7.52 et 8.94 umole/g (Fig. 61). Toutes

les doses ont montré un effet important que 1’oméprazole.
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Figure 61. Effet de S. aegyptiaca sur la peroxydation lipidique.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % = SEM
(****P<0.0001) vs CMC 1.5%, (##t#P<0.05) vs oméprazole, ns : non significatif.
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3.15.8. Effet de S. verbenaca sur I’apparence macroscopique et histopathologique

Le dommage gastrique induit par I’administration de 1’éthanol est atténué par 1'administration
de ’EM SVR ou ’ED SVR a différentes doses. Le pré-traitement des rats avec les différents
extraits aux doses utilisées (100, 200 et 400 mg/kg) a permis de réduire les dégats causés par
I’éthanol (Fig. 62). Ces résultats ont été mis en évidence par l'analyse histopathologique. Il y a
moins de signes de lésions hémorragiques, moins d'infiltration et d'cedéme dans la muqueuse
gastrique des rats traités par ’ED SVR et ’EM SVR a la dose de 100 mg/kg. Les animaux qui ont
recu ’EM SVR et ’ED SVR aux doses les plus ¢élevées (200 et 40 mg/kg) ont été completement
protégés contre l'action de I'éthanol, préservant tous les aspects histologiques par rapport au groupe

d'animaux témoins (Fig. 65).

o
Figure 62. Effet de S. verbenaca sur I’apparence de la muqueuse gastrique dans 1’ulcere

gastrique induit par 1’éthanol.
1 : normal, 2 : Ethanol 100% seul, 3 : oméprazol 5 mg/kg, (4,5,6) : SVR EM (100, 200 et 400 mg/kg), (7, 8, 9) :
SVR ED (100, 200 et 400 mg/kg).
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Figure 63. Evaluation histopathologique de I’effet protecteur de S. verbenaca contre I’ulcere
gastrique induit par I’éthanol (agrandissement x 100).

1 : normal, 2 : Ethanol 100% seul, 3 : oméprazol 5 mg/kg, (4,5,6) : SVR EM (100, 200 et 400 mg/kg), (7, 8, 9) :
SVR ED (100, 200 et 400 mg/kg). Fléche rouge : endommagement de la barriére épithéliale. Fléche noire :
infiltration des cellules inflammatoires.

3.15.9. Effet de S. verbenaca sur I’ulcére gastrique induit par I’éthanol
L’administration orale de 200 et 400 mg/kg de ’EM SVR ou I’ED induit une protection
importante qui varie entre 92.38 et 94.18% et comparable a celle de ’oméprazole 5 mg/kg
(P<0.0002 et P<0.0001, Fig. 64). Cependant, une protection comparable est observée avec I’ED
SVR. Aucune différence significative n’est enregistrée en comparant les différents types d’extrait

hautement protecteurs.
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Figure 64. Effet de S. verbenaca sur la muqueuse gastrique dans 1’ulcére gastric induit par
1’éthanol.

EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (***P<
0.0002, ****P<0.0001) vs oméprazole, (#P<0.05) vs dose 100 mg/kg, ns : non significatif.

3.15.10. Effet sur la teneur total du mucus gastrique
Le traitement des rats avec I’EM ou ED de SVR induit une forte augmentation de la teneur de
mucus gastrique. Cette augmentation devienne significative (P<0.0001) pour les doses 200 et 400
mg/kg, la teneur de mucus enregistrée pour ces doses respectivement était 198.8, 188.4, 198.96 et
192.63 ng/g de tissus pour les doses 200 (EM et ED) et 400 mg/kg (EM et ED) respectivement.
Par contre, la teneur observée avec les doses 100 mg/kg de I’EM ou I’ED de SVR était comparable

a celle obtenue avec I’oméprazole (Fig. 65).
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Figure 65. Effet de S. verbenaca sur la teneur de la mucus gastrique.

EM: Extrait M¢éthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % = SEM
(****P0.0001) vs CMCL1.5 % ; (####P< 0.0001) vs oméprazole ($$P<0.002) vs dose 100 mg/kg, ns: non
significatif.
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3.15.11. Effet sur la teneur de protéines
D’une maniére générale, le traitement des rats par différentes doses des extraits étudiés n’a

aucun effet (P>0.05) sur la teneur des protéines gastriques sauf enregistrée avec les doses 200 et

400 mg/kg de I’ED SVR (Fig. 66).
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Figure 66. Effet de S. verbenaca sur la teneur des protéines.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (¥*<P0.001)
vs CMC 1.5% ; (#P<0.05) vs oméprazole, ns : non significatif.

3.15.12. Effet sur ’activité de la catalase
Le traitement des rats avec les extraits SVR induit une augmentation de manie¢re dose non
dépendante de 1’activité de la catalase. Cette augmentation devienne significative (P<0.05) pour
les doses 200 et 400 mg/kg de I’EM et ’ED SVR uniquement. Dans ce cas, les taux varient entre
7.38 £0.95 et 8.12 £ 1.14 nmole min/mg. Par contre, les activités de la CAT observées avec les
doses 100 mg/kg étaient comparable a celle obtenue avec 1’oméprazole (6.47 £ 0.46 nmole

min/mg, Fig. 67).
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Figure 67. Effet de S. verbenaca sur I’activité de la catalse.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM (*P<0.05) vs
CMC 1.5, ns : non significatif.

3.15.13. Effet sur le niveau de GSH
L’effet de SVR sur la teneur de GSH gastrique est présenté dans la figure 68. En comparaison
avec le groupe des animaux traités avec le CMC 1.5% seul, toutes les doses de I’'EM ou I’ED de
SVR ont significativement (P<0.002 et P<0.0001; Fig. 68) augment¢ le taux de GSH gastrique.
Par contre, aucune différence n’est enregistrée en comparant les différents extraits ¢tudiés. Par
ailleurs, seule la dose 100 mg/kg pour I’EM ou I’ED SVR a montré un effet comparable a celui de

I’oméprazole.
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Figure 68. Effet de S. verbenaca sur le niveau de GSH.

EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM
(**P<0.001,**P<0.0002, ****P<0.0001) vs CMC 1.5%, ($$<P0.001) vs dose 100 mg/kg ; (####P<0.0.0001) vs
oméprazole, ns : non significatif.

3.15.14. Effet sur la peroxydation lipidique

Le prétraitement des rats avec les différentes doses de EM ou ED SAE a fortement diminué la

peroxydation lipidique gastrique (P<0.0001), les taux de MDA ont diminué de 73.09 et 78.23%

(Fig. 69). Toutes les doses ont montré un effet important que I’oméprazole (P<0.0001).
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Figure 69. Effet de S. verbenaca sur la peroxydation lipidique.
EM: Extrait Méthanolique, ED: Extrait Décocté. Les résultats sont représentés en moyenne % + SEM
(*¥***P<0.0001) vs CMC 1.5%, (####P<0.05) vs oméprazole, ns : non significatif.
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IV. Discussion

Plusieurs rapports ont décrit que le genre Salvia comme étant riches en huiles essentielles,
acides phénoliques et flavonoides (Basaif, 2004; Ben Farhat ez al., 2015a). Les résultats de cette
étude ont montré que I’EM et I’ED contiennent des quantités €levées en polyphénols. Les teneurs
de polyphénols, flavonoides et tannins les plus élevées ont été identifiés dans 'EM pour les quatre
plantes. Par contre, la teneur en pigment la plus ¢élevée a été identifiée dans les ED. Peu de
recherches sur la détermination des teneurs en tannins sur les espéces étudiées (Tohamy et al.,
2012; Kosti¢ et al., 2015), mais aucun n’a démontré la teneur ¢élevée de ces composées. Ces
différences en composées remarquées entre I’EM et ’ED sont probablement dues aux divers
solvants utilisés (degrés de polarité) et a la procédure d'extraction, aux méthodes de quantification,
a la saison de récolte et a la région géographique (Hayouni ef al., 2007; Ben Farhat et al., 2015a).
Beaucoup plus, les acides phénoliques liés peuvent également étre libérés par la dégradation des
constituants cellulaires par traitement thermique (Hamrouni-Sellami et al., 2012). Le matériel
végétal a été exposé a des températures élevées (100 C°), au cours du processus de décoction, ce
qui peut entrainer des changements dans la structure des composants tels que 1'hydrolyse et la
polymérisation des esters et des aldéhydes ou la décomposition d'autres composants (Ben Farhat
etal.,2019).

L’analyse LC-MS/MS ESI-QTOF (mode négative) a permis d’identifier plusieurs composés
responsables de plusieurs activités biologiques. Le premier composé en commun avec les quatre
extraits méthanoliques est élué aprés la 0.8°™ minute avec un m/z 341.086. Ce composé est
caractérisé par un fragment de m/z 179.036 qui correspond a une moitié¢ de ’acide caféique issue
par la perte de moiti¢ glucoside (m/z: 161), ce composé est identifi¢ comme le caffeoyl-O-
glucoside (Hossain et al., 2010; Ben Said et al., 2017; Katani¢ Stankovi¢ et al., 2020; Tang et al.,
2020). Dans la 7.04°™ min, un composé détecté spécifiquement pour I’EM SAE avec m/z 639. Ce
composé contient un fragment de m/z 301 spécifique au quercétine et probablement issu de la perte
de deux moitiés de glucose (m/z 174) et glucoside (162). La tentative d’identification selon MoNA
a permis d’identifier la quercétine-3,4'-di-o-glucoside. Cependant le méme composé avec ces
fragment m/z peut €tre identifié comme 1’isorhamnétine-3,7-di-O-glucoside (Brito ef al., 2014;
Ben Said et al., 2017; Sulniité et al., 2017). Un pique remarqué uniquement dans I’EM SVR avec
une masse de 539.05, le composant correspondant est identifi€ comme un isomere glucoside de
I’acide rosmarinique (Katani¢ Stankovi¢ et al., 2020). Les piques d’un composé (m/z: 717.06 et
719.07) sont observés dans I’EM SAE a 7.89 et 8.18 min respectivement, alors qu’il a été observé
dans ’EM SBA a 7.88 min; cette molécule est identifié¢e comme un isomére de 1’acide

Salvianolique B (Yang et al., 2015; Afonso et al., 2018; Ul Haq et al., 2020). Un autre type d’acide
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Salvianolique est élué a la 10.29°™ min avec m/z 717.05 (339, 359 et 519), ce composé est identifié
comme 1’acide Salvianolique E par Yang et al. (2015); Oliveira-Alves et al. (2017); Toplan et al.
(2017), alors qu’il a été identifié comme un isomere de I’acide Salvianolique B par Afonso et al.
(2018). Sauf I’EM SAE, un pic est observé a 8.30-8.65 min avec un m/z 447.04, caractérisé par un
fragment de 285 caractéristique de la lutéoline issu de la perte d’un moitié¢ de hexoside (glucoside,
m/z 162), la molécule correspondante a ce pique est identifiée comme la lutéoline-7-O-glucoside
(Hossain et al., 2010; Toplan et al., 2017; Afonso et al., 2018; Koutsoulas et al., 2019; Katani¢
Stankovic¢ et al., 2020; Ul Haq et al., 2020). Cependant, le pic de la lutéoléine seule est observé
dans ’EM SAR et SBA avec son fragment caractéristique (m/z 285). Un autre composé phénolique
caractéristique de ’EM SAE uniquement avec une masse de 593.08 et ces fragments (353.22,
369.015, 383.38, 473.50, 503.33, 593.076) est identifi¢ comme 1’apigenin-6,8-di-C-glucoside
(Afonso et al., 2018). Le deuxieéme composant en commun avec les extraits méthanoliques de
SAE, SVR, SAR et SBA est ¢lué dans un intervalle de temps entre 8.68 a 8.74 min d’une masse
observée de 359.03. Ce composé est caractérisé par des fragments de m/z 161.006 et 179.014
caractéristiques des moiti¢ glucoside et acide caféique respectivement qui constituent 1’acide
rosmarinique, un constituant majeur de la famille des Lamiaceae et le genre Salvia (Hossain et al.,
2010; Kontogianni et al., 2013; Yang et al., 2015; Oliveira-Alves et al., 2017 Sulnitité et al., 2017;
Toplan et al., 2017; Afonso et al., 2018; Koutsoulas et al., 2019; Katani¢ Stankovi¢ et al., 2020;
Ul Haq et al., 2020). Deux piques d’une méme molécule sont observés a 8.95 et 9.18 min pour
I’EM SAR uniquement avec une masse de 475.03 avec un fragment majeur 299.01, la tentative
d’identification de cette molécule avec les bases MoNA et Meu a permis d’obtenir I’acide
28,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-[ 5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-6-methoxy-4-oxochromen
-7-yl]oxyoxane-2-carboxylique et/ou la quercétine-O-glucuronide respectivement, deux composés
avec une grande similarité. A la 9.06°™ min, un composé mineur est détecté dans I’EM SVR avec
une masse de 431.05, caractéristique par deux fragment 269.015 spécifique a ’apigénine
(Dehkordi et al., 2020) (élué également a la 10.70°™ min dans tous les extraits), issue de la perte
d’une moiti¢ de 1’acide glucoside, cette molécule est identifiée comme 1’apéginine-7-O-glucoside
(Kontogianni et al., 2013; Afonso et al., 2018; Katani¢ Stankovi¢ et al., 2020; Ul Haq et al., 2020).
L’analyse HPLC a permis également d’identifier un composé présent dans ’EM SAR a 9.18 et
9.62 min avec m/z égale a 475.031 et 300 respectivement avec deux fragments de 299.021 et
283.99 caractéristiques a I’hispiduline ou diosmétine (Ben Said ef al., 2017; Toplan et al., 2017,
Afonso et al., 2018; Koutsoulas et al., 2019; Ul Haq et al., 2020), alors que le premier composé
est identifié comme hispiduline-7-O-glucoronide (Li et al., 2016). Un autre composé dérivé de

I’hispiduline ou le diosmétine est observé a 10.39°™ minute pour le méme extrait a cause de ces
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fragment commun avec les composés identifiés précédemment (283, 299 et 300).

Cependant, un composé est identifié¢ dans le méme intervalle de temps (8.21 min), mais dans
I’EM SVE uniquement mais avec une masse de 447.04, la tentative d’identification de ce composé
avec MoNA a permis d’obtenir la lutéoline-4’-O-glucoside avec une similarité¢ 100%. Un composé
mineur est observé dans ’EM SAR, SVR et SBA uniquement a la 10.3 min d’une masse (m/z)
582.19 est identifi¢ comme un dérivé de ’acide coumarique (Tricoumaroyl spermidine) en
utilisant la base Meu avec une similarité de 87%. L’EM SBA est caractérisé par la présence d’un
compos¢ avec une masse de 283.03, selon la littérature et la base MoNA, ce composé peut étre
identifi¢ comme le genkwanin (gulniﬁté et al., 2017; Koutsoulas et al., 2019; Katani¢ Stankovic¢
et al., 2020). Un composé majeur en commun est élué a partir de la 14.66°™ a la 14.97°™ min
(m/z: 339), ce composé est caractérisé par la présence du fragment 163 caractéristique du moitié¢
p-coumarique acide, issu de la perte de moitié¢ d’acide quinnique, suggérant qu’il est un isomere
de I’acide p-coumaroylquinnique (Clifford et al., 2006; Baeza et al., 2016; Zhang et al., 2018). Un
pic est observé a la 14.81°™ 3 la 15.03°™ min dans les extrait méthanoliques sauf celui de SBA
avec une masse de 455.03, des molécules similaires ont été identifiés comme 1’acide uleanolique
(Kumar et al., 2017; Koutsoulas et al., 2019) ou 1’acide ursolique (Kontogianni et al., 2013;
Koutsoulas et al., 2019). En plus de plusieurs molécules identifiées par la littérature, des composés
ont été détectés et identifiés par la base de données MoNA et Meu comme I’acide pygénique (m/z:
487), 6,8-dihydroxy-2,2,4,4-tetramethyl-7-(3-methylbutanoyl)-9-(2-methylpropyl)-9H-xanthene-
1,3-dione (m/z: 369) et I’acide madécassique (m/z: 308.28) avec une similarité supérieur a 95%.
Finalement des traces des acides gras sont observés a partir de la 15.71°™ min comme 1’acide
linoléique (m/z: 279.20), I’acide palmitique (m/z: 255.203) (Yang et al., 2015) et I’acide oléique
(m/z: 281.22, 99.9% MoNA).

L’activité antioxydante des substances naturelles in vitro peut étre déterminée par plusieurs
méthodes analytiques. Cependant, la grande diversité dans la composition phytochimique et des
processus oxydatifs conduit a évaluer l'activité antioxydante des extraits de plantes en utilisant une
variété de méthodes (Inchuen et al., 2010). Différents mécanismes peuvent étre a l'origine de
l'activité antioxydante, tels que I'élimination des radicaux libres, la décomposition du peroxyde, la
prévention de l'initiation de la chaine d’oxydation, l'abstraction de 1'hydrogene, la réduction de la
capacité et la liaison des catalyseurs ioniques de métaux de transition (Mao et al., 2006). L'activité
antioxydante observée pour les extraits se traduit par une neutralisation des radicaux libres
(DPPH), soit par transfert d'un électron ou d'un atome d'hydrogene (Benchikh et al., 2018). Dans
cette étude, les extraits méthanoliques ont le pouvoir antioxydant le plus élevé en utilisant l'activité

de balayage des radicaux DPPH par rapport aux extraits préparés par décoction.

109



Discussion

Le test ABTS est une méthode largement utilisée pour la détermination du pouvoir des
antioxydants donneurs d'hydrogéne et des antioxydants briseurs de chaine d’oxydation qui
impliquent le transfert des électrons (Loganayaki ef al., 2013). Dans la présente étude, les extraits
testés ont fortement piégé les radicaux ABTS générés par la réaction entre le persulfate
d'ammonium et 'ABTS et ont montré une activité de piégeage trés importante. L'activité anti-
radicalaire de 'ABTS des différents extraits était presque comparable & celle observée pour la
DPPH.

L'activité de piégeage des différents extraits contre O généré dans le systéme NaOH-DMSO-
NBT, a été évaluée en suivant la formation du bleu formazan par spectrophotométrie. Les
antioxydants scavengers de 1’anion superoxyde peuvent inhiber la formation du formazan oxydé
de couleur rouge (Rahman ef al., 2013). L'inhibition de la formation de formazan par l'extrait a été
suivie les valeur ICso pour chaque extrait ¢étudié, ou les extraits méthanoliques ont montré
l'inhibition la plus élevée. Ces résultats révelent que les extraits de S. aegyptiaca, S. verbenaca, S.
barrelieri et S. argentea sont capables d'inhiber de maniére non enzymatique le radical
superoxyde, dont de nombreux ROS sont générées par les radicaux superoxyde et capables
d’endommager différents composants cellulaires (Phaniendra et al., 2015).

Dans le systéme P-caroténe / acide linoléique, les radicaux libres peroxyles générés par
l'abstraction de I'hydrogéne de l'acide linoléique conduisent a une décoloration rapide du B-
caroténe en l'absence d'antioxydant et la solution perd sa coloration rouge-orange. La présence
d'antioxydants dans les extraits peut réduire la quantité de blanchiment au B-caroténe en éliminant
le radical libre linoléate (Jayaprakasha ef al., 2001). Les résultats ont montré que les différents
extraits de S. aegyptiaca et S. verbenaca, S. barrelieri et S. argentea en particulier l'extrait décocté
avaient une puissante protection du B-caroténe. Cette protection peut étre di a la stabilisation et a
la neutralisation du radical peroxyle généré par I'acide linoléique, par les différents composés de
l'extrait. De nombreux rapports ont montré que différentes préparations d'extraits d'espéces de S.
de différentes régions avaient une activité antioxydante contre le blanchiment au -carotene (Kolak
etal.,2009; Loizzo et al., 2010; Zhang et al., 2010; Martins et al., 2015). Les polyphénols, présents
en phase polaire, sont les composés les plus actifs dans des extraits du genre Salvia peuvent étre
responsables de la protection du B-caroténe (Tepe, 2008). La peroxydation des lipides est inhibée
par les phénols en donnant d'atomes d'hydrogene, et son nombre et sa position de ce dernier font
des différences dans 1’efficacité de piégeage, cela a été approuvé en utilisant les mono-hydroxy-
phénols et les ortho-dihydroxy-phénols comme antioxydants pour former des radicaux plus stables
(Leenen et al., 2002).

Les résultats montrés dans cette étude ont indiqué que l'activité antioxydante des extraits semble
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étre due a la présence de polyphénols, qui agit comme réducteurs en donnant les électrons, en
récupérant et en convertissant les radicaux libres en produits plus stables (Loganayaki et al., 2013).
Plusieurs études sur les antioxydants de plantes du genre Salvia ont attribué leurs activités aux
principaux composés phénoliques et les flavonoides tels que l'abiétane, les diterpenes, l'acide
rosmarinique, 1'apigénine méthylique, le carnosate, le genkwanin et la cirsimaritine (Tepe, 2008;
Ben Farhat et al., 2015a; Ben Farhat et al., 2015b). Généralement, les principales raisons pour
lesquelles 1'acide rosmanique et ses dérivés (un constituant majeur de nombreuses especes du genre
Salvia) ont des activités antioxydantes si fortes en raison de groupes spécifiques. Ces groupes,
comme les groupes ortho-dihydroxyle sur le cycle aromatique de l'acide carnosique et de
I'hydroxy-para-benzoquinone dans l'acide royléanonique, rendent les phénols plus facilement
donneurs d'atomes d'hydrogéne et interrompent la chaine de la réaction d’autoxydation (Tepe,
2008). De nombreux résultats ont indiqué que la chlorophylle et les caroténoides avaient également
une activité antioxydante importante dans différents systémes oxydants (Endo et al., 1985; Kang
et al., 2018; Moreira et al., 2018). L'origine de l'activit¢ SOD des especes de S. pourrait étre due
aux composés phénoliques (acide rosmarinique et acide Salvianolique) et peuvent étre aussi
attribuée a l'activité de piégeage des catéchols et des fractions d'acide caféique qui y sont confinées.
L'activité antioxydante de certains flavonoides avec un anneau-B du catéchol comme les
glycosides de lutéoline était plus active que ceux sans, tels que les glycosides d'apigénine (Lu and
Yeap Foo, 2001).

Le Fe?" est essentiel a la vie de I’étre vivant pour ses besoins de transport d'oxygéne et de
nombreuses activités enzymatiques. Cependant, celui-ci est considéré comme un métal hautement
réactif qui catalyse la modification oxydative des composants cellulaires (protéines et lipides,) par
la réaction de Fenton dans laquelle I'ion Fe** catalyse la formation de radicaux hydroxyles par
conversion du peroxyde d'hydrogéne (Solis-Lopez et al., 2014). Etant donné que le Fe?* est capable
de provoquer la production des radicaux oxygénés et de la peroxydation lipidique, la réduction du
taux de Fe?* dans les réactions de Fenton offre une protection contre les dommages oxydatifs
(Loganayaki et al., 2013). Les résultats ont montré que les préparations d'extrait méthanolique de
S. aegyptiaca et S. verbenaca, S. barrelieri et S. argentea avaient de grandes propriétés de
chélation de Fe?* en utilisant des méthodes de ferrozine. Une étude a montré qu'aucune corrélation
n'a été trouvée entre la teneur en phénols et la capacité¢ de chélation du fer pour S. verbenaca
(Belkhiri et al., 2017). Cela pourrait indiquer la présence d'autres types d'antioxydants capables de
chélation des ions métalliques, comme les composés non phénoliques, notamment la carnosine,
l'acide citrique, 1'acide phosphorique, certains acides aminés, 'acide ascorbique, les protéines et

les peptides tels que la transferrine et l'ovotransferrine (Lee et al., 2004).
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Le pouvoir réducteur par réduction de Fe** en Fe?" est souvent utilisé comme indicateur de
l'activité antioxydante des composés phénoliques (Stankovi¢ et al., 2016). Les résultats ont montré
que les extraits méthanoliques avaient de grandes propriétés de réduction de Fe** en utilisant la
phénanthroline, qui a été étudiée pour la premiere fois pour les extraits étudiés. Dans le test de
pouvoir réducteur habituel, la présence des réducteurs dans 1'échantillon d'essai agit sur le
changement de la couleur, et 'augmentation de 1'absorbance du mélange réactionnel indique une
augmentation de la capacité de réduction due a la formation du complexe bleu de Perl Prussien
intense (Koksal et al., 2009). Les résultats ont démontré que les extraits de S. aegyptiaca et S.
verbenaca, S. barrelieri et S. argentea avaient un pouvoir réducteur des ions Fe*" remarquable et
une capacité donneuse d'électron. Le test CUPRAC est basé sur une réduction de Cu?> *—Cu" et le
bis(néocuproine) Cu? * comme agent oxydant chromogéne par les antioxydants. L'augmentation
de I'absorbance indique une capacité de réduction accrue due a une augmentation de la formation
du complexe (Apak et al., 2008). La capacité¢ de réduction des ions cuivriques par les différents
extraits préparés a été explorée pour la premiére fois dans cette étude. L'activité antioxydante, y
compris le pouvoir réducteur des especes du genre Salvia, qui a été étudiée par différentes
méthodes, est généralement attribuée a leur contenu phénolique ¢élevé (Alkan et al., 2012).

L'AChE est la principale enzyme impliquée dans 1'hydrolyse de I'ACh dans le systéme nerveux
central et périphérique, un processus important de restauration de la neurotransmission
cholinergique. Elle agit pour éliminer I'ACh de la fente synaptique en association avec la BChE
(Scozzafava et al., 2015). La maladie d’Alzheimer est définie par la perte des neurones
cholinergiques et du taux d’ACh dans des régions du cerveau, ce qui entraine des troubles de la
mémoire et de I’apprentissage (Clader and Wang, 2005). Le traitement de la maladie d'Alzheimer
implique l'utilisation d'inhibiteurs de la cholinestérase tels que la rivastigimine, le donépézil et la
galantamine. Ces inhibiteurs sont les médicaments de premiere intention dans le traitement
symptomatique de la maladie, conduisant a une augmentation du neurotransmetteur au niveau
synaptique (Kdose et al., 2015).

Une étude précédente sur des rats a révélé que la consommation quotidienne d'extraits de S.
aegyptiaca (pendant quatre semaines) avait des propriétés dépresseurs du systéme nerveux central.
Ces effets dépresseurs était 1’origine d’une augmentation de la teneur en ACh en raison de la
diminution de l'activité¢ de 'AChE dans le cerveau (Abdel Kader, 2004). L'activité inhibitrice in
vitro des enzymes anti-Alzheimer et anti-diabétiques des extraits méthanoliques et décoctions de
S. aegyptiaca et S. verbenaca, S. barrelieri et S. argentea est explorée pour la premicre fois dans
cette étude. Seul I'extrait méthanolique a montré une 1égere inhibition de I'AChE et une inhibition

moyenne de la BChE. Les résultats de cette étude sont conformes a d'autres recherches qui ont
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montré une inhibition non significative des différentes especes de S. sur I’AChE et la BChE a
faible concentration et une inhibition plus élevée obtenue a partir de 1 mg/ml avec des extraits non
polaires. Dans ce cas, les extraits plus polaires (méthanol et acétate d'éthyle) possedent un effet
inhibiteur non significatif par rapport aux extraits d'éther de pétrole et de chloroforme (Ren et al.,
2004; Orhan et al., 2007a). Cependant, Ferreira et al. (2006) a démontré que les extraits préparés
par décoction des différentes especes de S. ont I’activité inhibitrice la plus élevée de 'AChE par
rapport aux extraits €thanoliques. Dans une autre ¢tude sur l'activité de I’AChE des espéces du
genre Salvia en Turquie, utilisant des extraits de dichlorométhane et d'acétate d'éthyle, seuls ceux
de S. fructicosa ont montré une activité inhibitrice importante et prometteuse (Senol et al., 2010).
Dans une étude récente, 1'acide rosmarinique a inhibé efficacement la BChE, mais a modérément
inhibé I'AChE (Giilgin et al., 2016). L'acide romsarinique, l'acide S.linique, la lutéoline-7-O-
rutinoside et la génistéine sont parmi les principaux phénoliques des especes de S., qui sont isolées
de S. trichoclada et S. miltiorrhiza avaient une inhibition importante de I'AChE qui est
probablement due a la forte affinité et a I'interaction avec le site catalytique de 1'enzyme (Orhan et
al., 2007b; Yin et al., 2008; Demireezer et al., 2015; Tang et al., 2019). L’activité inhibitrice de
la BChE supérieure a I' AChE observée pour des différents composés phénoliques peut revenir aux
nombres et aux positions des groupements OH/OCHj3 sur le cycle phénolique (Szwajgier, 2013).
Les inhibiteurs des hydrolases glucidiques peuvent étre des approches thérapeutiques utiles
dans la gestion de l'obésité et du diabete et des complications associées a la maladie. Dans la
présente étude, seuls les extraits méthanoliques ont montré une forte inhibition des enzymes a-
amylase et a-glucosidase. Ce qui en accord avec Kasabri et al. (2014) qui a démontré que I'extrait
aqueux de certaines especes de S. avaient une inhibition importante a des concentrations élevées.
En revanche, Adimcilar ef al. (2019) ont rapporté que les extraits de méthanol d'espéces de S.
anatolienne, y compris S. verbenaca, inhibaient efficacement l'enzyme a-glucosidase avec des
faibles concentrations. Diverses études sur différentes especes du genre Salvia ont montré la forte
efficacité antidiabétique des différents composés des extraits préparés a partir de ces plantes (Eidi
and Eidi, 2009; Nickavar et al., 2010; Bahadori ef al., 2017; Ben Khedher ef al., 2018; Mocan et
al., 2018; Adimcilar et al., 2019). Dans une étude précédente, l'extrait méthanolique de S.
acetabulosa a montré 1’activité inhibitrice la plus élevée par rapport aux extraits de chloroforme
ou d'hexane (Loizzo et al., 2008). En effet, Kocak et al. (2016) ont trouvé que Il'extrait
méthanolique de S. cadmica avait une grande activité inhibitrice de I'enzyme a-amylase suivie de
I’extrait aqueux et de I’extrait d'acétate d'éthyle. Cependant, les mémes extraits ont de faibles effets
sur 'enzyme a-glucosidase. Des préparations par décoction des especes de S. (S. elegans Vahl., S.

greggii A. Gray et S. officinalis L) ont montré des corrélations possibles avec leurs composants
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phénoliques et le potentiel inhibiteur contre I'a-glucosidase, un effet qui pourrait étre li¢ a sa
richesse en acide caféique et ses dérivés (Pereira et al., 2018; Adimcilar ef al., 2019). Des études
virtuelles ont évalué l'activité inhibitrice de l'a-amylase et de l'a-glucosidase des polyphénols
(molecular Docking) tels que l'acide caféique, le pinorésinol, la daidzéine, la curcumine,
I'hespérétine, la cyanidine narenginine, la quercétine, la silibinine, le kaempférol et la
pélargonidine qui sont capables d’inhiber de maniére significative l'enzyme a-glucosidase et/ou
I’a-amylase (Rasouli ef al., 2017).

La glycation des protéines et les AGE (Advanced Glycation End products) sont considérés
comme l'un des mécanismes du vieillissement. La réaction de glycation implique une série de
réactions non enzymatiques entre le groupe carbonyle sur les sucres réducteurs et le groupe amine
sur les protéines, conduisant a la formation d'AGE, qui sont impliqués dans la pathogenése des
complications diabétiques et liés au vieillissement (Rahbar and Figarola, 2002; Chinchansure et
al., 2015). Plusieurs études ont démontré I’inhibition des AGE en utilisant des produits naturels
comme le propolis (Xavier et al., 2017), le venin des abeilles (Behroozi ef al., 2014), les bactéries
(Prastya et al., 2019), les champignons (Yap et al., 2018) et les plantes médicinales (Deo et al.,
2016; Agawane et al., 2019; Mahomoodally ef al., 2019). Les résultats de cette étude ont montré
que tous les extraits des plantes utilisées possédent une activité anti glycation puissante supérieure
a 60% pour la concentration 2 mg/ml. Cet effet se traduit en valeurs des ICso trés remarquables
comprises entre 70 et 360 ng/ml. Suggérent que ces extraits inhibent la formation des AGE et ont
un potentiel thérapeutique chez les patients atteints de diabete ou de vieillissement. Une étude
récente a montré que 1’extrait méthanolique de S. officinalis induit une diminution de la formation
des AGE a partir des concentrations 0.75 et 1 mg/ml, cette inhibition est observée apres la
deuxiémes semaine d’incubation des extraits de la plante avec le glucose et le BSA (Ben Khedher
et al.,2020). De méme, I’extrait méthanolique de S. hydrangea posséde une activité anti glycation
avec une ICso supérieur a 1.6 mg/ml. Cette activité peut €tre liée au pouvoir antioxydant de cette
plante (Safari et al., 2018). L’utilisation des extraits méthanoliques de S. macilenta, S. lachnocalyx,
S. reuterana et S. sahendica a différentes concentrations, réduit la formation des groupements
carbonyle des protéines avec le fructose en protégeant I’albumine et ses groupements thiol de la
glycation (Esmaeili ef al., 2010; Tusi and Khodagholi, 2014). L’inhibition de la formation des
AGE par les différents extraits en étude peut revenir aux composés phénoliques présents tels que
I’acide rosmarinique et 1’acide carnosique (Govindaraj and Sorimuthu Pillai, 2015; Jean et al.,
2015; Ou et al., 2018; Sheng et al., 2018). Ces derniers constituants sont connus d’inhiber la
glycolisation de I’albumine par le glucose en bloquant la formation de glyoxal et methylglyoxal

et/ou leur liaison avec le BSA (Ou et al., 2017).
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Les neutrophiles humains, les macrophages, les ROS et les réactions inflammatoires sont
étroitement liés. Pour cette raison, il existe un intérét croissant pour les antioxydants naturels
présents dans les plantes médicinales qui peuvent agir comme des piégeurs en réduisant l'action
des ROS et des radicaux libres pour soutenir leur utilisation dans le traitement des maladies
inflammatoires chroniques. Les neutrophiles et les macrophages jouent un role essentiel dans la
défense contre les bactéries et les autres micro-organismes ainsi que dans la régulation de la
réponse inflammatoire. Les neutrophiles stimulés activent leur NADPH oxydase pour générer de
grandes quantités de superoxyde, qui agit en tant que précurseur du peroxyde d’hydrogene et
d’autres espéces réactives de 1’oxygene, notamment 1'acide hypochloreux qui est une espece
extrémement microbicide généré par la myélopéroxydase (Winterbourn et al., 2016). Le luminol
a été utilis€ comme une sonde pour détecter le niveau des ROS affectées par les extraits de plantes.
Le poids moléculaire du luminol est relativement faible et peut pénétrer dans les cellules puis
réagir avec des ROS intracellulaires pour évaluer la production intracellulaire de ces ROS (Jantan
et al., 2011). Les résultats ont montré que les deux types d’extrait préparé des plantes du genre
Salvia en étude présentent une activité inhibitrice de la formation du signal chimioluminescent
supérieure a celle obtenue avec I’extrait aqueux de S. viridis L., S. multicaulis Vahl, Stachys
byzantina C. Koch and Eremostachys laciniata (L.) Bunge (Erdemoglu ef al., 2006). L’origine de
cette activité peut étre due a la présence des flavonoides dans les extraits préparés. Une étude
précédente a démontré que les fractions acétate d’éthyle et aqueuse de S. Mirzayanii étaient riches
en méthoxyflavones et capables d’inhiber fortement la production des ROS dans les cellules
phagocytes (Ayatollahi et al., 2015). L’acide rosmarinique I’un des composés majeurs des plantes
de la famille des Lamiacea, présent en grande quantité dans I’extrait méthanolique de Rosmarinus
officinalis, est doté d’une activité inhibitrice de la flambée respiratoire des neutrophiles (Rocha et
al., 2015). Cette activité est plus élevée a celle obtenue avec d’autres molécules biologiques tel
que I’acide ascorbique et I’hydroxyquercétine (Popov ef al., 2013). D’autres études ont démontré
I’inhibition de la synthése des ROS par les cellules immunitaires spécialement les neutrophiles par
d’autres types de flavonoides comme la lutéoline et I’acide salvianolique B, isol¢ des racines de S.
miltiorrhiza (Ribeiro et al., 2013; Tao et al., 2018; Yang et al., 2018). Les mécanismes d’action
de ces composés reviennent au blocage de la synthése des ROS a partir de systéme enzymatique
interne par la NADPH oxydase, la myélopéroxydase et la nitrique oxyde synthase (Amira et al.,
2012; Jiang et al., 2015; Zhou et al., 2017; Revoltella et al., 2018; Tao et al., 2018; Yang et al.,
2018).
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Deux lignées cellulaires, cellules fibroblastes des souris s (3T3) et cellules cancéreuse
cervicales humaine (HeLa), sont utilisées pour tester la toxicité des différents extraits de plantes
du genre Salvia. Les résultats ont montré que tous les extraits ont un effet cytotoxique trop faible
et non significatif pour tous les extraits préparés par décoction. Cependant, une 1égere prolifération
est observée en présence des extraits métanoliques. De méme, les différents extraits n’ont montré
aucune toxicité envers la lignée cellulaire HeLa sauf pour ’ED SVR. Le reste une légere
prolifération. Une étude réalisée par Firuzi ef al. (2013) a démontré que les extraits méthanoliques
(80%) de plusieurs especes de S. comme S. aegyptiaca, S. aethiopis, S. atropatana, S. hypoleuca,
S. limbata, S. nemorosa, S. sclarea, S.. syriaca, et S. xanthocheila n’ont aucun effet sur les lignées
cellulaires HL60, K562 et MCF-7. D’autres études ont confirmé la non toxicité des extraits
méthanolique, éthanolique, chloroforme ou hexane de plusieurs plantes du genre Salvia y compris
S. argentea, S. pratensis, S. officinalis sur les lignées cellulaires 3T3, HeLa et MCF-7 (Keshavarz
et al.,2010; Janicsak ef al., 2011). Cependant, 1’extrait éthanolique de S. Libanotica a montré une
toxicité contre les cellules 3T3 et non pas sur les cellules HeLa (Soomro and Sibgatullah Sangi,
2019). Récemment, il a été démontré que les extraits de plante de S. verbenaca ont un effet modéré
sur les lignées cellulaires RD et vero (cellules dérivées de thabdomyosarcoma et cellules tumorales
des reins) (Guaouguaou et al., 2018a). Par contre, d’autres recherches ont démontré que les extraits
méthanoliques de S. aegyptiaca et S. verbenaca ont une toxicité sur plusieurs lignées cellulaires
comme adénocarcinome colorectale (HT-29 Caco-2 et DLD-1), cellules lymphomes humaine (U-
937 GTB) et cancer du sein (MCF-7, T47D, ZR-75-1 et BT 474) (Kamatou et al., 2008; Abu-
Dahab et al., 2012; El-Seedi et al., 2013; Abdallah et al., 2018). L’effet cytotoxique de S.
aegyptiaca sur les cellules tumorales d’ascites d’Ehrlich est dii a I’activation de I’apoptose de ces
dernieres (Tohamy et al., 2016). De méme, I’effet cytotoxique de S. argentea sur les cellules
leucémie erythromyeloblastoides (K562) et fibrosarcome (HT1080) est du probablement aux
triterpenoides actifs isolés de cette plante (Lehbili ef al., 2018; Bechkri et al., 2019). L’acide
rosmarinique ’'un des composés majeurs de S. officinalis inhibe la prolifération des lignées
cellulaires cancéreuses du colon (HCT 15) en bloquant la voie MAPK/ERK via I’inhibition de la
KRAS (Xavier et al., 2008). L’un des mécanismes impliqués dans 1’activité anti cancéreuse des
plantes médicinales de la famille des Lamiaceae est I’inhibition de la synthése du NO dans les
cellules cancéreuses (ce qui va activer 1’apoptose) et 1’activation de la sécrétion de TNF-a des
cellules immunitaires. Ces effets sont observés lors de 1’utilisation des extraits hexane et acétate
d’éthyle de Rosmarinus officinalis et S. officinalis (Kontogianni et al, 2013). La légere
prolifération des cellules peut étre explique du fait que ces plantes sont douées d’activité

protectrice de la cytotoxicité comme ’extrait aqueux de S. officinalis, Al-Barazanjy et al. (2013)
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a démontré que ce dernier induit une prolifération des cellules fibroblaste de murin normale
(L20B). Cette effet est expliqué par la présence des composés phénoliques et le plus abondant
comme l'acide rosmarinique et la lutéoline-7-glucoside qui ont un potentiel de protection
significatif contre la mort cellulaire de carcinome cellulaire hépatique (HepG2) (Lima et al., 2007).
De méme, I’incubation des cellules carcinome du colon humain (HCT15) avec I’acide ursolique
ou I’acide oléalonique pendant 36 a 72 heures induit une prolifération des cellules avec répression
de I’apoptose, contrairement aux résultats obtenus dans les premiéres 24 heures, montrant une
variété de réponse des cellules vis-a-vis aux composés actifs des plantes médicinales (Li et al.,
2002).

Le disfonctionnement de la motilité gastro-intestinale a une contribution bien connue a certaines
complications physiopathologiques du tractus gastro-intestinal. Le contrdle de la vidange gastrique
et du transit intestinal est un processus complexe et implique a la fois des mécanismes neuronaux
et myogéniques médi¢ par de nombreux neurotransmetteurs et médiateurs. La présente étude
réveéle que ’EM SAE, ’EM SVR et ’ED SVR ont diminué légeérement le transit intestinal
contrairement aux ED SAE, EM SBR et ED SBR qui induisent une légére augmentation.
L’inhibition des récepteurs muscariniques ou I’enzyme NOS n’a aucune conséquence sur 1’effet
de I’EM SAE suggérant un autre mécanisme impliqué. Par contre, I’effet de ’ED SAE, ’EM SVR,
I’ED SVR, I’EM SBA et ED SBA implique la voie NO. Parall¢lement, une diminution de maniere
dose dépendante est observée pour I’EM SAR, un effet confirmé par le blocage des récepteurs
muscariniques. Une étude réalisée par Demireezer et al. (2015) a démontré que les extraits
méthanoliques, aqueux et butanol de trois especes de S. trichoclada, S. verticillata et S. fruticosa
induisent une inhibition de la contraction induite par I’ACh des bandelettes de 1’iléon de cobaye.
L’effet inhibiteur de la contraction est dii a I’acide rosmarinique qui a montré les memes effets en
inhibant les récepteurs muscariniques par ce composé. Parallélement, I’effet relaxant d’un
diterpenoide extrait de S. cinnabarina est induit par I’inhibition des canaux L-Ca*" (Capasso et al.,
2004). La contraction du muscle lisse dépend de I'équilibre entre 1'augmentation et la diminution
de l'activité des canaux K*, conduisant respectivement a une hyperpolarisation/repolarisation ou
dépolarisation de la membrane, il a été démontré que ces canaux régulent l'ouverture du Ca**
voltage-dépendant (Thorneloe and Nelson, 2005). Par ailleurs, 1’extrait éthanolique de hyptis
macrostachys (Benth.) a une action sélective spasmolytique sur 1’iléon du cobaye du probablement
a I’inhibition des canaux calciques voltage dépendant (de Souza et al., 2013). D’autre part, un effet
relaxant est observé du méme extrait sur 1’iléon du cobaye via I’activation des canaux potassique
de grande conductance (BKca) par I’acide rosmarinique (de Souza et al., 2020). Contrairement a

ce qui a été décrit précédemment, la fraction diclorométhane de Origanum majurana induit une
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relaxation des muscles lisses du jéjénum du lapin, un effet indépendant de plusieurs voies
cholinergique, nitrergique, adrenergique ou guanyl cyclase (Makrane et al., 2018). De méme, la
relaxation des muscles de 1I’estomac des souris induite par plusieurs types de flavonoides comme
I’apigénine, la génisteine, la quercétine, la rutine, la naringénine et la catéchine dépend
essentiellement de la structure de ces flavonoides et la position des groupements hydroxyle et non
pas de la transmission nerveuse, production du NO/prostaglandine, I’activation ou 1’inhibition des
canaux potassiques (Amira et al., 2008). Finalement, il a ét¢ démontré aussi que 1’état pathologique
du tube digestif joue un réle clé¢ dans I’effet des extraits de plantes médicinales sur le transit
intestinal. En effet, I’extrait éthanolique de S. divinorum ne modifie pas le transit intestinal chez
les souris normales, mais il le diminue dans le cas d’inflammation induite (Capasso et al., 2008).
Le passage du chyme de I'estomac au duodénum est pulsatile et controlé par I’équilibre entre la
force des contractions et de relaxation de ’antre et le pylore respectivement, et la résistance du
duodénum (Tack, 2007). La nourriture est propulsée dans le broyeur pylorique par des contractions
qui deviennent fortes dans l'antre. Le pylore se détend pour recevoir la nourriture de I'antre
proximal, tandis que les contractions pyloriques génerent un puissant jet rétrograde de nourriture
et un jet antérograde de chyme dans le duodénum (Goyal ef al., 2019). Le tonus du sphincter
pylorique joue un role crucial dans la vitesse de la vidange gastrique (Ishiguchi et al., 2001) un
mécanisme de contraction dépendant des signaux en provenance du duodénum et de I’estomac
(Yuan et al., 2001). L’effet retardant de la vidange gastrique dépend essentiellement de la
libération du NO qui provoque la relaxation du sphincter pylorique, un effet contraire est observé
suite a I’application du L-NAME (Ishiguchi et al., 2001). L’atropine diminue d’une maniere
significative le taux de vidange gastrique et I’inhibition des récepteurs muscariniques par les
antagonistes cholinergiques, telle que I’atropine, diminuent ’activité contractile de 1’antre et
diminue la vidange gastrique (Chiba ef al., 2002; Wang et al., 2017). L’EM SAE et ’EM SVR
diminuent la vidange gastrique, un effet qui diminue aux doses ¢élevées pour I’EM SAE. L'effet
inhibiteur pour ces extraits €tait tres proche de celui de 1'atropine en tant que controle positif (1 mg
/ kg). Cet effet est dii totalement au blocage des récepteurs muscariniques; cela a été confirmé suite
a ’application de I’atropine. Par contre, les faibles effets observés avec ’ED SAR et ED SVR est
li¢ a ’enzyme NOS. Cependant, un effet inhibiteur de ’EM SBA (pour toutes les doses) et ’EM
SAR (dose dépendante) sur la vidange gastrique implique a la fois la voie cholinergique et NO.
Cela est confirmé suite a I’inhibition des récepteurs muscariniques et 1’inhibition de 1’enzyme
NOS. Un effet retardateur de la vidange gastrique est observé suite a I’ingestion de I’extrait aqueux
de Rosmarinus officnalis, pour les rats, un effet observé avec la dose minimale, tant que 1’extrait

méthanolique a accéléré la vidange gastrique (Carnevali et al., 2019). Une autre étude a démontré
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que ’effet relaxant de 1’extrait aqueux de I’Origanum onite sur des bandelettes de fundus, du
I’iléum et du duodénum, un effet qui est peu dépendant des récepteurs muscariniques (Aydin and
Seker, 2005). Cependant, I’extrait méthanolique (70%) de Zingiber officinalis inhibe la
contraction du fundus de I’estomac en bloquants les récepteurs muscariniques (Ghayur et al.,
2007). Des études antérieures avaient montré qu’un mélange de plusieurs extraits de plantes (STW
5) avait un effet relaxant de manicre dose-dépendante, ces effets globaux sur l'estomac étaient
spécifiques pour chaque région, relaxant pour le corps et le fundus gastriques tout en tonifiant
I'antre (Schemann et al., 2006). L’effet des composées phénoliques et bioactifs sur la vidange
gastrique diffeére. En effet, ’acide férulique responsable de 1’accélération de la vidange gastrique
est médié par la prostaglandine (Badary et al., 2006). De plus, Wang et al. (2019) a démontré
I’effet contractile de magnolol (lignanes) en inhibant la iNOS. Les flavonoides extraits de Aurantii
fructus immaturus n’ont aucun effet sur les muscles longitudinaux de 1’estomac des rats. En
revanche, une inhibition remarquable de I’amplitude des contractions des bandelettes des muscles
circulaires de ’estomac, un effet dépond des voies multiples NO/cGMP/PKG/Ca*" (Wu et al.,
2016). L’administration intrapéritonéale d’une fraction riche en flavonoides (catéchine,
¢épicatéchine, quercétine et kaempferol) de Maytenus ilicifolia induit une forte diminution de la
vidange gastrique, cette inhibition implique les récepteurs muscariniques et non pas les récepteurs
dopaminergiques (Baggio et al, 2009). L’effet retardant de la vidange gastrique revient
probablement aux blocage des récepteurs muscariniques par 1’acide rosmarinique, ce dernier est
capable d’inhiber ces récepteurs dans 1’iléon de rat (Demireezer ef al., 2015). Le faible effet des
différents extraits sur la vidange gastrique peut €tre attribu¢ a la malabsorption des composés
phénoliques dans I’estomac (Dufour et al., 2018).

L’induction des ulceres par I'é¢thanol est due au fait que ce dernier est capable de pénétrer
rapidement dans la muqueuse de l'estomac apres quelques minutes de son administration orale, qui
provoque des plaies hémorragiques et des 1ésions tissulaires due a 1’arrét du flux sanguin vers
I'estomac (Al Batran et al., 2013; Arab et al., 2015). L’éthanol peut aussi abimer la membrane
plasmique cellulaire, augmentant ainsi la perméabilité vasculaire du sodium et de l'eau, et
I'accumulation de calcium a l'intérieur de la muqueuse et donc la destruction de la surface
¢épithéliale (Miller et al., 2001; Antonisamy et al., 2015). L'éthanol induit un stress oxydatif en
augmentant la production de 1’anion superoxyde et du radical hydroxyle ...), induisant une
peroxydation des lipides gastriques ainsi une ulcération (Nyam et al., 2016). Dans la présente
¢tude, I'administration de 1'éthanol a des rats induit des lésions macroscopiques du tissu gastrique,
telles que les pétéchies, les hémorragies et les cedémes. Ces 1ésions sont trés probablement liées a

déplétion du mucus des veines et des arteres de la muqueuse gastrique, produisant une constriction
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de I’hémorragie, de 'inflammation et des Iésions tissulaires. Afin de confirmer les résultats des
effets antiulcéreux, les tissus des estomacs ont ¢galement été évalués par un examen
histopathologique. L'observation histologique de I'estomac des animaux exposés a 1’éthanol
présentent des dommages aux tissus gastriques au niveau microscopique. La Iésion
histopathologique causée par I'administration d'éthanol est caractérisée par décollement sévere de
I'épithélium de surface, d’cedéme, formation de 1ésions hémorragiques et gastriques, ainsi un
processus inflammatoire caractérisé par une infiltration des neutrophiles. Le traitement avec des
extraits des plantes a inversé I'effet de 1'éthanol en préservant la paroi gastrique.

En effet, le prétraitement avec les extraits de S. aegyptiaca ou S. verbenaca a augmenté de
maniére significative la teneur en mucus gastrique, indiquant une protection gastrique de ces
plantes. Autres mécanismes possibles de la protection gastrique peuvent inclure la voie de la
cyclooxygénase, la voie nitrergique, l'inhibition de la sécrétion gastrique et le renforcement du
flux sanguin vers la muqueuse (Khattab et al., 2001).

Les résultats d’autres études ont démontré que les différents extraits ou fractions préparés a
partir des plantes S. officinalis L ou S. plebeia sont capables de réduire de maniére significative
les 1ésions causées par 1’éthanol chez le rat (Mayer et al., 2009; Nugroho et al., 2012; Fiorentin et
al.,2013). L'éthanol peut provoquer des Ié¢sions de la muqueuse gastrique en stimulant la formation
des leucotriénes. L'effet gastro-protecteur de 1'extrait éthanolique de Solenostemon monostachyus,
aqueux de Pseuderanthemum Palatiferum ou hydroalcolique des graines de Nigella sativa peut
étre 1i¢ a la suppression de I’activité lipoxygénase et/ou a I’activation de la sécrétion du mucus
gastrique (Amazu et al., 2015; Inchab et al., 2018; Paseban et al., 2020).

Les protéines sont considérées comme des antioxydants extracellulaires, en particulier
’albumine, un antioxydant secondaire important qui lie le fer, le cuivre et de nombreux produits
tels que les hydro peroxydes, en empéchant les réactions induites par les radicaux libres dans les
membranes cellulaires ou au niveau des protéines pour les protéger de la destruction (Migdal and
Serres, 2011). L’extrait méthanolique de S. verbenaca a augmenté la teneur en protéines dans le
tissu gastrique ce qui peut expliquer ’effet protecteur de 1’extrait. Pour évaluer le stress oxydatif
dans l'ulcere gastrique induit par I'éthanol chez le rat, plusieurs paramétres oxydants-antioxydants
ont été évalués. Les résultats de la présente étude ont montré que I'administration d'éthanol a induit
un stress oxydatif marqué, qui s’est reflété par 1’augmentation de la peroxydation des lipides et la
réduction des antioxydants intracellulaires comme le GSH et la CAT. Par contre, ’administration
de différentes doses de S. aegyptiaca ou S. verbenaca a provoqué une augmentation de 1’activité
de la CAT, de la teneur en GSH et une forte diminution de la peroxydation des lipides gastriques.

Des études ont évalué l'activité anti-ulcérogéne et les mécanismes des feuilles d'Indigo
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feratruxillensis, Salvadora pericia et Rosmarinus oficinalis contre I’ulcére induit par 1’éthanol
chez le rat. Ces plantes ont favorisé une augmentation significative de la teneur de GSH gastrique
(Luiz-Ferreira et al., 2012; Amaral et al., 2013; Lebda et al, 2018). Le glutathion est un
antioxydant endogeéne considéré comme la premiére ligne de défense contre les radicaux libres.
Une cellule avec un niveau du glutathion élevé rend ses composants moins sensibles a 1'oxydation
(Anfal and Sahib, 2015).

La pathogenése de l'ulceére gastrique est multifactorielle, la sécrétion d'acide gastrique est
toujours reconnue comme facteur central de cette maladie, donc la principale cible thérapeutique
est le controle de cette sécrétion a 1'aide des médicaments antisécrétoires. Plusieurs études ont
montré la relation entre les extraits de plantes et leur activité antisécrétoire sur des modeles
ulcéreux expérimentaux (Mayer et al., 2009; da Silva Junior et al., 2016). Les propriétés
médicinales de nombreuses plantes sont principalement attribuées a la présence d'acides
phénoliques et de flavonoides, mais elles peuvent également étre influencées par d'autres
composés tels que les alcaloides et les terpénoides (Bonamin et al., 2014; Zhang et al., 2014).

Les composés phénoliques et surtout les flavonoides préservent la muqueuse gastro-intestinale
des Iésions provoquées dans des nombreux modeles d'ulcéres expérimentaux. La quercétine a des
propriétés antihistaminiques, donc elle inhibe la libération d'histamine par les mastocytes
gastriques et inhibe la pompe a protons gastriques H'/K", réduisant ainsi la sécrétion d’acide
gastrique (Kahraman et al., 2003). D'autres flavonoides (les chalcones et leurs dérivés) sont
responsables de plusieurs activités biologiques comme 1’augmentation de flux sanguin muqueux,
I’activation de la synthese du mucus gastrique, I’augmentation des niveaux de PG, SOD, GPx et
la forte diminution du MDA (Dhiyaaldeen et al., 2014; Mohan et al., 2020). Cependant, 1'activité
antiulcéreuse la plus ¢élevée des flavonoides est due a leurs propriétés antioxydantes. La rutine et
la quercétine, qui sont des piégeurs des radicaux libres, inhibiteurs des enzymes oxydantes,
responsables de la chélation des ions des métaux de transition et des inhibiteurs de la peroxydation
des lipides (Ismail Suhaimy ef al., 2017; Lesjak et al., 2018; Song et al., 2018). Des études ont
conclu que le carnosate et le carnosol, sont des responsables de 1’activité antioxydante, propriétés
anti-inflammatoires, par conséquent, I’estomac a été protégé contre les 1ésions gastriques grace a
son activité¢ antioxydante et a la réduction de la sécrétion d'acide gastrique (Fiorentin et al., 2013).

L’acide caféique, la lutéoline et 1’acide rosmarinique, des composés majeurs des plantes
étudiées du genre Salvia et de la famille des Lamiacée, sont connues pour leurs activités
antiulcéreuses gastriques (Okada et al., 2005; Amaral et al., 2013; Ode and Asuzu, 2014; Kangwan
et al., 2019). L’administration orale de 200 mg/kg de I’acide caféique a hautement réduit les

l1ésions induites par 1’éthanol dans la muqueuse gastrique des rats. Cet effet a été attribué a son
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pouvoir antioxydant (Okada et al., 2005). Le mécanisme d’action de I’acide rosmarinique implique
plusieurs parametres parmi lesquelles le maintien de la barriére de la muqueuse gastrique via son
interaction avec les groupes sulthydrile (Santin ef al., 2011; do Nascimento et al., 2020). Les PGs
sont présents dans tout le canal gastro-intestinal et participent a la régulation de diverses fonctions
gastriques qui protégent la muqueuse gastrique contre les agents agressifs, le stress et les AINS
par le contrdle de la sécrétion d'acide, de la production de mucus et I’augmentation du flux sanguin
muqueux (Miller, 1983; Takeuchi and Amagase, 2017). De cet effet, la lutéoline-7-O-glucoside et
I’acide rosmarinique augmentent la production des PGE> bénéfiques, un mécanisme qui peut étre
impliqué dans la protection de 1’ulcére gastrique (Al-Sereiti et al., 1999; Antonisamy et al., 2016).
Cependant, une étude récente exclue I’implication de la production des PGs par 1’acide
rosmarinique dans son mécanisme de protection (Kangwan et al., 2019). L’un des mécanismes
importants impliqués dans la protection de 1’ulcére gastrique est I’inhibition de I’inflammation. La
lutéoline et 1’acide rosmarinique sont connus comme d’inhibiteurs de inflammation dans les
cellules gastriques via D’inhibition de I’infiltration des neutrophiles, 1’inhibition de MPO,
I’inhibition de I’activité des COX-1 et COX-2 et I’inhibition de la production des cytokines pro
inflammatoires comme 1’IL1, IL6, IL10 et TNFa (Osakabe et al., 2004; Antonisamy et al., 2016;
Kangwan et al., 2019; do Nascimento et al., 2020). L’activité gastro protectrice de 1’acide
rosmarinique et la lutéoline et fortement liée a son activité antioxydante puissante, cette derniere
est caractérisée par une augmentation de 1’activité des enzymes antioxydants endogenes, la teneur
du GSH intracellulaire et forte diminution de la peroxydation lipidique (Min ef al., 2006; Yang et
al., 2013; Antonisamy et al., 2016; De er and Cavu, 2020).

122



Conclusion et perspectives }




Conclusion et perspectives

V. Conclusion et perspectives

La présente étude a montré l'efficacité de S. aegyptiaca et S. verbenaca, S. barrelieri et S.
argentea en tant qu'antioxydants naturels qui pourraient étre utiles en tant que des ingrédients
alimentaires fonctionnels potentiels et dans le domaine pharmaceutique. Les résultats ont montré
que le type d'extraction affecte de maniére significative la teneur en polyphénols totaux et plusieurs
activités étudiées.

Quatre composés en commun ont été détectés dans les extraits méthanoliques. Ces extraits ont
¢été identifiés comme, 1’acide caféique glycoside, 1’apigénine, I’acide rosmarinique et I’acide p-
coumarylquinnique. L’extrait méthanolique de S. aegyptiaca est caractérisé par la présence de
I’acide Salvianolique B et ces dérivés, alors que la lutéoline et la lutéoline glucoside ont été
identifiés dans les autres extraits.

Les différents extraits préparés a partir de S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri et S.
argentea ont une puissante activité antioxydante et anti-Alzheimer modérée, apparente a
l'inhibition de la BChE. La présente étude a révelé que les extraits méthanoliques possédent une
activité antidiabétique marquée en inhibant les enzymes a-amylase et a-glucosidase. L'origine de
ces activités pourrait &tre due aux composés phénoliques (acide rosmarinique et acide
Salvianolique) et peut étre attribuée aux composés phénoliques piégeurs de radicaux et a leurs
dérivés. Tous les extraits étudiés ont présenté une activité anti glycation puissante, suggérant leurs
utilités dans la prévention des complications diabétiques.

L’absence d’effet toxique sur les souris et la cytotoxicité sur les lignées cellulaires 3T3 et HeLa
confirme la sécurité d’utilisation de ces plantes soit en médecine traditionnelle ou moderne.

Les différents extraits préparés possedent une activité antiinflammatoire en inhibant les cellules
immunitaires. Cette activité¢ est du probablement aux composé€s phénoliques présents comme
I’acide rosmarinique et ces dérivés.

Seuls les extraits méthanoliques ont été capables de diminuer la vidange gastrique, cette
diminution est dépendante de I’inhibition des récepteurs muscariniques et I’inhibition de I’enzyme
NOS. Un effet mineur a €té aussi observé sur le transit intestinal.

L’extrait méthanolique comme 1’extrait aqueux de S. aegyptiaca ou S. verbenaca ont protégé
I’estomac contre I’ulcére gastrique induit par I’éthanol. Cette protection s’est exprimée in vitro par
I’augmentation de la teneur du mucus gastrique, la préservation des teneurs des protéines,
I’augmentation de la teneur du GSH, la diminution de la peroxydation lipidique et I’augmentation

de I’activité des enzymes anti oxydantes comme la CAT.
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Malgré la tentative d’évaluation du plus grand nombre possible d’activités biologiques des plantes

médicinales sélectionnées, ils restent plusieurs aspects peuvent étre exploiter comme des

perspectives d’avenir citant en exemple

Faire une étude sur 1’effet synergétique de ces plantes sur 1’activité anti Alzheimer et anti
diabétique pour avoir un effet maximal et de longue durée.

Faire d’autre tests de cytotoxicité sur différentes lignées cellulaires particuliérement les
lignées des cellules cancéreuses.

Exploiter 1’effet antiulcéreux des plantes médicinales S. barrelieri et S. argentea.

Faire une étude sur le mécanisme de protection des plantes utilisées comme des
antiulcéreux et la possibilité d’implication du voie NO ou les prostaglandines dans cette
protection.

Vérifier la possibilité d’implication d’autres voies dans 1’effet inhibiteur de la vidange
gastrique comme la transmission nerveuse et les récepteurs adrénergiques.

Isoler les molécules impliquées dans les différentes activités.

Tester les différents extraits préparés sur d’autres modéles expérimentaux.
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.S. argentea, S. barrelieri .S. verbenaca
Résumé: Des extraits méthanoliques (EM) et décoctés (ED) des parties aériennes de S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri et S. argentea (EM SAE, ED SAE,
EM SVR, ED SVR, EM SBA, ED SBA, EM SAR et ED SAR) ont été testés in vitro pour leur activités antioxydantes, anti-Alzheimer, inhibition des enzymes
diabétiques, antiglycation, anti-inflammatoire, anticancéreuses, aussi bien que leurs effets protectifs de I’estomac, leurs effets sur la vidange gastrique et le transit
intestinal. Les propriétés antioxydantes des extraits de S. ont été déterminées en utilisant le piégeage des radicaux DPPH, ABTS et du radical superoxyde alcalins
DMSO, le blanchiment du B-caroténe, le pouvoir réducteur et les tests d'activité de chélation des métaux. Tous les extraits ont montré une capacité antioxydante élevée
avec une meilleure performance trouvée dans I’EM. Les extraits de S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri et S. argentea ont montré une faible activité inhibitrice de
l'acétylcholinestérase (AChE) et une activité inhibitrice élevée de la butyrylcholinestérase (BChE), tandis que I’EM SAE avait l'activité inhibitrice la plus élevée sur la
BChE (71,60 + 4,33% pour 100 pg / ml) par rapport aux autres extraits. L'effet inhibiteur in vitro sur les enzymes diabétiques a montré que les EM inhibaient l'enzyme
a-amylase avec une CIS0 de 86 et 101 pg/ml pour SAE et SVR, respectivement. D’autre part, ’EM SAE, ’EM SVR et ’EM SAR ont inhibé I'a-glucosidase d’une
valeur d’CI50 de 97, 150 et 112 pg/ml, respectivement. Les autres extraits ont présenté une activité plus faible sur les deux enzymes. Tous les extraits ont montré une
activité antiglycation importante avec une inhibition de plus de 69% pour 2 mg/ml, alors que la meilleure activité a été enregistrée avec I’'EM SBA avec une IC50 de
70 pg/ml. A l'exception de I'EM SVR, les autres extraits ont présenté une activité inhibitrice élevée de la flambé inflammatoire avec une CIS0 comprise entre 35 et 88
pg/ml. Les extraits testés n'ont aucune cytotoxicité contre les cellules 3T3 ou HeLa. Cependant, une faible prolifération de HeLa a été enregistrée en présence de ces
extraits. Les EM SAE, EM SBA et EM SAR ont induit un retardement significatif de la vidange gastrique chez les souris a 53%, 46% et 58% respectivement. Ces
effets peuvent étre liés a l'inhibition des récepteurs muscariniques et/ou ’enzyme oxyde nitrique synthase. Tous les extraits ont un effet faible a modéré sur le transit
intestinal. Le traitement des rats avec 100, 200 et 400 mg/kg de ’EM SAE, ’ED SAE, ’EM SVR et I’ED SVR protege 1’estomac (75 a 94%) contre l'ulcére induit par
I'éthanol (100%) et supérieur en comparaison avec l'oméprazole comme contréle positif. Cette protection peut étre liée a I’augmentation des niveaux du mucus gastrique,
des protéines totales, du glutathion et/ou I'inhibition de la peroxydation lipidique et de l'augmentation de l'activité de la catalase.
Mots clé : anti-oxydant, anticholinestérase, anti- enzymes diabétique, vidange gastrique et transit intestinal, ulcére gastrique induit par I’éthanol, S. aegyptiaca, S.

verbenaca, S. barrelieri et S. argentea

Abstract: S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri and S. argentea aerial part methanol and decoction extracts (ME SAE, DE SAE, ME SVR, DE SVR, ME SBA,
DE SBA, ME SAR and DE SAR) were screened in vitro for their antioxidant, anti-Alzheimer, diabetic enzymes inhibition, antiglycation, anti-inflammatory, anticancer
activities, as well as protective gastric effect, gastric emptying and intestinal transit. The antioxidant properties of Salvia extracts were determined using DPPH, ABTS
and Alkaline DMSO superoxide radical scavenging, B-carotene bleaching, reducing power, and metal chelating activity assays. All extracts showed high antioxidant
capacity with the best performance in the ME. The extracts of S. aegyptiaca, S. verbenaca, S. barrelieri and S. argentea showed a less inhibitory activity of
acetylcholinesterase (AChE) and high inhibitory activity of butyrylcholinesterase (BChE), whereas, the methanol extract of S. aegyptiaca had the highest inhibitory
activity on the BChE (71.60 + 4.33% for 100 pg/ml) compared to the other extracts. In vitro inhibitory effect on diabetic enzymes showed that the methanol extracts
inhibited a-amylase enzyme with IC50 value of 86 and 101 and pg/ml for SAE and SVR, respectively. On the other side, ME SAE, ME SVR and ME SAR inhibited
a-glucosidase with IC50 value of 97, 150 and 112 pg/ml, respectively. The other extracts exhibited lower activity on both enzymes. All extracts showed antiglycation
activity with a percentage inhibition over 69% for 2 mg/ml. The best activity was recorded with ME SBA with IC50 value of 70 ng/ml. Excepting ME SVR, the other
extracts exhibited a high inhibitory activity on inflammatory burst with IC50 value that ranged between 35 et 88 pg/ml. None of the tested extract had a cytotoxicity
effect against 3T3 or HeLa cells. However, low proliferation of HeLa was recorded in the presence for these extracts. ME SAE, ME SBA and ME SAR induced
significative gastric emptying delay in mice to 53%, 46% and 58% respectively. These effects may be related to the inhibition of muscarinic receptors and/or nitric
oxide synthase. All extracts had low to moderate effect on intestinal transit. Treatment of rats with 100, 200 and 400 mg/kg of ME SAE, DE SAE, ME SVR and DE
SVR protected the stomach (75 to 94%) against ethanol (100%) induced ulcer and higher protection in comparison with omeprazole (positive control). This protection
may be related to the augmentation of levels of gastric mucus, total protein, GSH levels and/or inhibition of lipid peroxidation and enhancement of catalase activity.

Keywords: anti-oxidant, anti-cholinesterase, anti-diabetic enzymes, gastric emptying, intestinal transit, ethanol induced gastric ulcer, S. aegyptiaca, S. verbenaca,

S. barrelieri and S. argentea




