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Abstract :
Teucrium polium L is commonly used as a medicinal plant in Algeria to treat a variety of

human ailments.

Extracts and essential oils of Teucurium polium L are compounds used in a wide range of
fields, including cosmetics, aromatherapy and plant pathology. The compounds in these extracts or
EOs are used in the formulation of new nanosystems, which are currently expanding rapidly.
However, the penetration and absorption of these compounds in the body are very limited, and they
need to be stabilised in a matrix to facilitate their release.

The main aim of this work is to encapsulate the ethanolic extract and essential oil in
nanoemulsions (an advanced mode) and incorporate them into patches in order to determine their

suitability for transdermal application.

The present work is devoted to the extraction of the active compounds of Teucrium
polium, in particular its ethanolic extract which gives a yield of 20.6% using the Soxhlet technique
and the extraction of the essential oil which records a yield of 0.66% using a Clevenger apparatus.
Phytochemical characterisation identified a variety of compounds, such as polyphenols, flavonoids,
tannins, saponosides and alkaloids. Quantitative analysis using the colorimetric method revealed
that the extract was rich in total flavonoids (20.78 mg EQ/g DW extract) and total polyphenols
(227.43 mg GAE/g DW extract). We studied the composition of the ethanolic extract in more detail
by LC-MS/MS analysis, establishing a detailed profile of phenolic compounds, with six flavonoids
identified as the main polyphenolic constituents. The composition of the essential oil was obtained
by GC-MS analysis and the main components identified were : Germacrene D (37.68%),
Bicyclogermacrene (11.87%) followed by Spathulenol (4.75%), 14-hydroxy-9-epi-trans-
caryophyllene (4.36%), epi-a- Muurolol (3.78%) and 6-Cadinene (3.22%). To assess the
antioxidant potential of the ethanolic extract, we used the DPPH method and the ferric reducing
antioxidant power (FRAP) method, with ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT) as
standards. The extract showed moderate activity in the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and
FRAP methods at concentrations of 65 pg/mL and 21 mg/mL, respectively. In addition, we
evaluated the antioxidant potential of the essential oil using the DPPH method, the EO showed
moderate activity at concentrations of 06 pL/mL, the ethanolic extract and the EO were tested
against various bacteria using the disk diffusion technique on agar medium. The results indicated
that T. polium extract and EO had moderate efficacy against Gram-negative bacteria such as
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and Escherichia coli ATCC 8739, as well as Gram-
positive bacteria such as Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Bacillus subtilis ATCC 6633.
The formulation of nanoemulsions based on ethanolic extract and HE gave us a particle size of 42

nm and 65nm with a zeta potential of 53.2 mV and 30mV respectively, with a polydispersity index



of less than 1. The patches produced had good folding resistance and uniform thickness, and the
FTIR spectra confirmed the presence of the encapsulated compounds. The study of the diffusion of
the active ingredient gave a prolonged and controlled release through the patches and the healing
activity studied on Wistar rats showed significantly improved wound retraction with the patches

and nanoemulsions compared with the controls.

These results show that transdermal nanoemulsions and patches based on the plant
Teucrium polium L offer an effective method for delivering active ingredients, with promising

antioxidant, antibacterial and wound-healing properties.

Keywords: Teucrium polium L, healing activity, , nanoemulsion, patch, Transdermal

delivery.



Résume :
Teucrium polium L est communément utilisée comme plante médicinale en Algérie contre

une variété de pathologie humaine.

Les extraits et I’huile essentielle de 1’espéce Teucurium polium L sont des composés
utilisés dans de nombreux domaines comme, la cosmétique, I'aromathérapie ou la phytopathologie.
Elle est utilisée pour traiter différents états pathologiques tels que les troubles gastro-intestinaux,
les inflammations, les infections bactériennes, I’accélération de la cicatrisation des blessures et des
plaies, le diabete et les rhumatismes. Néanmoins la sensibilité des extraits de plantes aux facteurs
externes constitue un obstacle majeur pour leur utilisation comme principes actifs dans les
médicaments, ce qui a incité les chercheurs a s’orienter vers des moyens de protection de ces
composés. Les composés de ces extraits ou HE participent notamment a la formulation de
nouveaux nanosystéemes qui sont actuellement en pleine expansion. Cependant, la pénétration et
I’absorption de ces composés dans 1’organisme qui sont trés limitées, il faut les stabiliser dans une

matrice de facon a faciliter leur relargage.

L’objectif principale de ce travail est d’encapsuler I’extrait éthanolique et I’huile essentielle
dans les nanoémulsions, (une approche innovante), et les incorporer dans des patchs vise a

déterminer ses intéréts pour une application transdermique.

Le présent travail consacré a I'extraction des composeés actifs de Teucrium polium, notamment son
extrait éthanolique qui donne un rendement de 20.6% en utilisant la technique de Soxhlet et
I’extraction de I’huile essentielle qui enregistre un rendement de 0.66% a 1’aide d’un appareil de
Clevenger. La caractérisation phytochimique a identifié une variété de composés, tels que les
polyphénols, les flavonoides, les tanins, les saponosides, et les alcaloides. Lors d'une analyse
guantitative utilisant la méthode colorimétrique, on a constaté que I'extrait était riche en
flavonoides totaux (20,78 mg équivalent QE/g d'extrait) et en polyphénols totaux (227,43 mg
équivalent GAE/g extrait). On a étudié plus en détail la composition de I'extrait éthanolique par
analyse LC-MS/MS, établissant un profil détaillé des composés phénoliques, avec six flavonoides
identifiés comme les principaux constituants polyphénoliques. La composition de I'huile essentielle
a été obtenue par I'analyses GC-MS et les principaux composants identifiés sont : la Germacréne D
(37.68%), le Bicyclogermacrene (11.87%) suivis du Spathulenol (4.75%), 14-hydroxy-9-epi-trans-
caryophylléne (4.36%), epi-a- Muurolol (3.78%) et 3-Cadinéne (3.22%). Pour évaluer le potentiel
antioxydant de I’extrait éthanolique, on a utilisé la méthode du DPPH et la méthode du pouvoir
antioxydant réducteur ferriqgue (FRAP), avec l'acide ascorbique et I'hydroxytoluéne butylé (BHT)
comme standards. L'extrait a montré une activit¢ modérée dans les méthodes 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) et FRAP & des concentrations de 65 pg/mL et 21 mg/mL, respectivement.
De plus, on a évalué le potentiel antioxydant de 1’huile essentielle en utilisant la méthode du DPPH,
I’HE a montré une activité modérée a des concentrations de 06 pL/mL. L’extrait éthanolique et
I’HE ont été testé contre diverses bactéries en utilisant la technique de diffusion sur disque sur

milieu gélose.



Les résultats ont indiqué que l'extrait et I'HE de T. polium avaient une efficacité modérée contre
les bactéries a Gram négatif comme Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et Escherichia coli
ATCC 8739, ainsi que contre les bactéries a Gram positif comme Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 et Escherichia coli ATCC 8739, ainsi que contre les bactéries a Gram positif comme
Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Bacillus subtilis ATCC 6633.

A T’heure actuelle ou de nouvelles prospections au niveau de 1’organisme et la conception de
nouveaux équipements d’analyses ont concouru a la recherche de nouvelles formulations, les
micros et les nanoparticules permettant d’une part de protéger le PA et d’améliorer les conditions
de sa conservation et d’autre part d’avoir une concentration précise et utile de ce principe actif au
sein de ’organisme et de cibler d’une maniére trés judicieuse les cellules visées. La conception et
la préparation des nanoémulsions ont suscité un vif intérét dans les applications pharmaceutiques
en raison de leur structure chimique et physique ajustable, de leur libération controlée, de leur
avantage par rapport aux formes conventionnelles. La formulation des nanoémulsions a base de
I’extrait éthanolique et I’HE nous a donné une taille des particules de 42 nm et 65nm avec un
potentiel z&ta de 53.2 mV et 30mV respectivement, avec un indice de polydispersité inférieure a 1,
les patchs élaborés ont une bonne endurance au pliage et épaisseur uniforme.

Les spectres FTIR confirment la présence des composés encapsulés. L' I'étude de la diffusion du
principe actif a révélé une action prolongée et contrélée a travers les patchs, ainsi que I’activité
cicatrisante étudiée sur des rats Wistar a démontré une rétraction significative des plaques en

utilisant des patchs et des nanoémulsions par rapport aux témoins.

Ces résultats montrent que les nanoémulsions et les patchs transdermiques a base de la
plante Teucrium polium L offrent une méthode efficace pour la délivrance de principes actifs, avec

des propriétés antioxydante, antibactérienne et cicatrisante prometteuses.

Mots clés : Teucrium polium L, activité cicatrisante, Nanoémulsion, patch, Délivrance

transdermique.
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Les innovations des recherches dans le secteur pharmaceutique ne cessent de croitre
en vue de développer de nouvelles formes galéniques qui permettent d’assurer une bonne
distribution des substances médicamenteuses dans 1’organisme et améliorer la sécurité et
I’efficacité thérapeutique du médicament en réduisant les effets secondaires indésirables
ou toxiques vis-a-vis de I’organisme ainsi que les potentiels dégradations des substances
actives par les enzymes au cours de 1’acheminement du médicament, depuis son

administration jusqu’a son site d’action.

L’un des plus grands défis auxquels sont confrontés les chercheurs est de trouver et
d’utiliser des ingrédients actifs naturels pour créer nos médicaments au lieu de commencer
par la chimie ou des matériaux synthétiques. Se tourner vers les plantes médicinales comme

substitut naturel aux médicaments de synthese [1].

Il est devenu courant que les consommateurs cherchent a éviter les ingrédients ou
matériaux a risques et préférent ceux fabriqués a partir d’ingrédients naturels offrant des
effets efficaces, sains et en plus respectueux de I’environnement. Il faut aussi reconnaitre
que 1une des sources les plus importantes de ces ingrédients naturels reste bien les plantes.
Ces derniéres furent utilisées par I'étre humain depuis des siecles en médecine traditionnelle
en raison de leurs vertus thérapeutiques. La recherche sur ces especes végétales a conduit a
la découverte de nouveaux candidats médicaments utilisés contre diverses maladies.
L'utilisation des plantes a des fins de guérison est a l'origine de la médecine moderne [2].
Leur capacité a produire une large gamme de composés est bien connue et les huiles
essentielles fréquemment extraites de leurs feuilles et de leurs fleurs sont utilisées dans

diverses applications biologiques et thérapeutiques.

Teucrium. polium L. ou la germandrée tomenteuse «Kayatta ou Djadda, Gattaba»
est une espece Méditerranéenne trés ancienne utilisée en médecine traditionnelle et
connue par sa richesse en métabolites secondaires tels que les huiles essentielles et les
polyphénols [3]. L’extrait et I’huile essentielle de la germandrée tomenteuse, Lamiaceae
sont tres connus pour les nombreuses propriétés therapeutiques, composés de plusieurs
substances chimiques. Ils sont utilisées dans les pathologies inflammatoires, la jaunisse,
I’anorexie, les spasmes gastro-intestinaux, le diabéte et dans les infections bactériennes,

I’accélération de la cicatrisation des blessures [4].
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L’utilisation thérapeutique des plantes (phytothérapie) est trés ancienne et connait
actuellement un regain d’intérét aupreés du public. I est possible d’utiliser les plantes
entiéres ou les produits d’extraction qu’elles fournissent. En effet, les huiles essentielles
sont non seulement volatiles et chimiquement instables en présence d‘air, de lumiére,
d'’humidité et de températures élevées [5], mais présentent également des propriétés

hydrophobes [6], ce qui réduit leur biodisponibilité et leur absorption dans I'organisme [7].

Néanmoins la sensibilité des extraits de plantes aux facteurs externes constitue un
obstacle majeur pour leur utilisation comme principes actifs dans les médicaments. En vue
de trouver des solutions a ces problémes évoqués, les chercheurs se sont orientés vers des
moyens de protection de ces composés, plusieurs techniques ont été développées entre
autres I’encapsulation. C’est un ensemble de technologies visant a enrober un principe actif
afin d’assurer sa protection lors de son acheminement vers son site d’action, le masquage

du gott, I’augmentation de sa solubilité avec le controle de sa libération.

La nanotechnologie d’encapsulation permettant d’obtenir des nanoparticules ou de
nanoémulsions de tailles comprises entre 1 et 100 nm se sont émergées comme des
systéemes innovants de formes posologiques a libération contrdlée et sont devenues
extrémement populaires dans la thérapie moderne en raison de leurs avantages par rapport

aux formes conventionnelles.

Dans cet objectif, la conception et la préparation des patchs transdermiques ont
suscité un vif intérét dans les applications pharmaceutiques; cet intérét pour cette forme
pharmaceutique particuliére peut s’expliquer par I’amélioration du confort du patient grace
a une libération de la substance active prolongée et contrélée dans le temps avec des prises
plus espacées, des doses moins importantes et donc moins d’effets secondaires. Ce confort
se trouve également amélioré grace au fait que les PA ne subissent pas I’effet du premier

passage hépatique et par conséquent les effets indésirables s’en trouvent diminués [8].

Aussi, I’activité cicatrisante miraculeuse citée dans la littérature dans les soins traditionnels
des blessures nous a incités a concevoir un patch transdermique incorporé de
nanoémulsions a base des matieres actives extraites du T. polium. C’est dans ce contexte
précis que s’inscrit notre travail. Il s’agit d’extraire les composés actifs de T. polium
(extrait et huile essentielle). Aprées caractérisation, formuler une nanoémulsion qui servira
de réservoir pour ces substances en les incorporant dans une forme d'administration

transdermique qui est un systéeme dans lequel les médicaments sont administrés par voie
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transcutanée pour les effets systémiques a un taux prédéterminé et contr6lé [9]. Le principe
actif diffuse progressivement a travers les couches dermiques en assurant des activités

biologiques et thérapeutiques.
Afin de structurer notre manuscrit, nous 1’avons scindé en deux parties.

- La premiére partie de 1’étude consiste en une synthése bibliographique qui inclut trois
chapitres : Le premier chapitre présente 1’espéce T. polium L, une breve description sur sa
classification botanique, sa composition chimique, sa répartition géographique, ses utilités
traditionnelles et enfin sur ses activités pharmacologiques, thérapeutiques et biologiques.
Le deuxiéme décrit I’anatomophysiologie de la peau et le processus de la cicatrisation. Le
troisieme chapitre est dédié a une présentation générale de la nanoémulsion ainsi que les
méthodes de formulations et aussi leurs avantages et inconvénients. Ce chapitre décrit
aussi les patchs transdermiques, leur définition et en particulier sur leur composition,

ensuite les différents types de systemes transdermiques y compris leurs intéréts.
- La deuxieme partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres :

Dans le quatrieme chapitre, la démarche méthodologique depuis la collecte des plantes,
leur séchage, broyage, extraction jusqu’a I’encapsulation dans les nanoémulsions en
passant par I’évaluation des activités biologiques des extraits et des huiles essentielles
récupérés. Aussi bien que la formulation des nanoémulsions et caractérisations pour
terminer avec I’élaboration du patch dermique et détermination de ses caractéristiques. Le
cinquiéme et dernier chapitre a été consacré a la mise en exergue et la discussion de tous
les résultats obtenus, en comparaison avec les études antérieures réalisées dans le méme

contexte.

Une conclusion générale cloture cette thése en mettant 1’accent sur les résultats clés
obtenus avec des perspectives et recommandations pour la continuité dans cet axe de

recherche scientifique non seulement prometteur mais aussi passionnant.
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I.1. Introduction

Face aux limites majeures de I’utilisation des médicaments synthétiques, 1’intérét
des recherches s’est orienté vers 1’étude de la chimie des plantes, et particulierement vers
la découverte et le développement des nouvelles substances bioactives.

Aujourd’hui de nombreux nouveaux médicaments a base de plantes et avec
différentes formes galéniques ont été proposés et appliqués pour la prévention ou le
traitement de diverses maladies.

L'Algérie compte dans sa flore une grande diversité de plantes médicinales et
aromatiques par sa situation géographique. Ces plantes appartiennent a différentes familles
botaniques y compris les Lamiaceae qui poussent spontanément dans les régions semi-
arides, arides et sahariennes.

De nombreuses études ont été menées sur la plante Teucrium polium (Lamiaceae)
et ont sont présentées dans ce chapitre et mettent en valeur des données bibliographiques
issues de son genre, sa famille, sa description botanique et géographique, son usage en

médecine traditionnelle et ses utilisations biologiques et pharmacologiques.

1.2. Plantes médicinales

Les plantes médicinales sont universellement considérées comme des sources
importantes de nouvelles substances chimiques ayant des effets thérapeutiques potentiels
[10]. Selon la pharmacopée Francaise, une plante médicinale est définie comme « une
drogue végétale au sens de la pharmacopée Européenne dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses ». Une « drogue végétale» est une plante ou une partie de

plante utilisée a I’état frais ou le plus souvent sous la forme séche [11].

1.3. Composition des plantes médicinales

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées [12]. La plante est considérée comme le siége d’une

activité métabolique aboutissant a la synthése de métabolites primaires et secondaires [13].
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1.3.1. Métabolites primaires

Ce sont des molécules organiques, ils sont indispensables a 1’existence de la plante,
se trouvent dans toutes les cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie et
jouent un réle central dans le métabolisme et la reproduction des cellules, ils sont classés
en quatre grandes familles, & savoir ; les glucides, les lipides, les acides aminés (Protéines)
et les acides nucléiques [13, 14].

1.3.2. Métabolites secondaires

Ces molécules sont nécessaires pour la défense de la plante contre les agressions
extérieures [14]. lls accumulent fréquemment un grand nombre de composés qui ne sont
pas issus directement de la photosynthese, mais résultent des réactions chimiques
ultérieures, ces composés sont appelés «métabolites secondaires» [12] (exclusivité du
monde végétal). Ils sont d’une grande variéteé structurale, ayant une répartition limitée [13],
et représentent une source importante de molécules bioactives utilisables par I'Homme
dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire [12]. Ces
métabolites secondaires sont divisés principalement en trois grandes familles, les
polyphénols, les terpénes et les alcaloides [13]. Chacune de ces classes renferme une trés
grande diversité de composés qui posséde une trés large gamme d’activités biologiques

[14].

|.4. Présentation du genre Teucrium

Nom générique des germandrées désignant en Latin teucrium en grec teukpiontroie, ou
de teucros [12, 15]. Le genre Teucrium, considéré comme le genre le plus répandu et le
plus important dans la région méditerranéenne. Dans la flore internationale le genre
Teucrium appartient a la famille des Lamiaceae ou labiées, il est généralement aromatique,
pousse a I’état sauvage et spontané dans diverses régions du globe [16-18]. Ce genre a été
divisé en six sections [16], avec environs 340 espéces et variétés [12, 19-21]. Les especes
appartenant a ce genre : Les Teucrium arduini L. représentent la section Stachyobotrys,
la section Chamaedrys par Teucrium chamaedrys L., la section Scorodonia par

Teucrium scordium L., et la section polium par T. polium L. et Teucrium montanum L.
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Ce sont principalement des herbes vivaces, sous-arbustes ou arbustes sauf Teucrium botrys
est une plante herbacée annuelle [16]. Ces especes sont identifiables grace a la forme du
calice et de I’inflorescence [3], dont 20 se trouvent en Algérie [19, 20, 22-24], prés de 50

sont connus en Europe [25] et comprend environ 12 espéces en Iran [21, 26].

1.5. Noms vernaculaire

La synonymie de I’espece differe en fonction de deux critéres : la population et la
localisation de la plante [14]. Teucrium polium L est connue sous le nom francais:
Germandrée blanc-grisatre, Germandrée tomenteuse, Germandrée polium, Polio de
montagnes, germandrée feutrée [15, 16, 27], sous le nom anglais: Felty germander,
Ezovion[27, 28], son nom en Italie: Camedrio polio, Canitola, Polio et son nom en
espagnol : Poleomontano, Timo mascle, Tomilloterrero, Zamarilla[12, 29]. Elle est
reconnue sous plusieurs noms vernaculaires arabes ou Berbere : Gattaba[15, 27], khayatit-
lajrah ou Djadda (Algérie) [27, 28], Takmazzut(Touaregs-Algerie) [24, 30],Timzourin
(Berbére-Algerie)[27], Guettabet EI  Ajrah  (Tunisie)[31], Jaada (Maroc)[32],
Hachichetelrih (Liban)[27], kalpooreh (Iran)[33, 34], Elgaslam et Elhelal (Yémen)[27] et
Jaa'd ou Djaada(l’ Arabie saoudite) [35].

1.6. Habitat et distribution géographique de Teucrium polium L

Teucrium polium L est omni présente dans le monde [36]. Elle se trouve dans la
majorité des pays du Moyen-Orient et de la Méditerranée [37]. Cette espece est originaire
du sud-ouest d’Asie, d’Europe et d’Afrique du nord [38]. En Algérie, une vingtaine de
variétés de cette espece poussent spontanément, elle est tres répandue dans les hauts
plateaux algérois, oranais et Constantinois, aussi dans I’Atlas Saharien. On la rencontre
aussi du sommet de chélia jusqu’a 1’étage saharien, connue comme étant héliophile. Elle
prédomine la région du Tell, assez commune dans 1’espace méditerrano-saharienne et dans
les montagnes Teffedest du Hoggar, plus rare au Sahara septentrional, au Tassili et au
Tademait [27].

L’espéce vegétale de ce genre pousse dans les pelouses arides, les rocailles de basse
altitude (varie entre 1200 et 2600 m), collines et les déserts arides [27, 38]. Elle se

développe généralement dans des régions appartenant aux bioclimats semi-arides et arides.
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Elle préfére la lumiére du soleil et les sols bien drainés [35]. C’est une espéce trés
variable et de nombreuses sous especes ont été décrites dont certaines sont parfois érigées

au rang d'espéece [39].
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Figure 1.1 : Répartition géographique de I’espéce T. Polium L en Algérie

1.7. Description botanique de Teucrium polium L

C'est une plante herbacée vivace [40], dégage une agréable odeur aromatique
(odeur poivrée) par frottement. L'espéce peut atteindre de 10 a 35 cm de hauteur [16, 35].
Les feuilles crénelées sont blanches, tomenteuses des deux cotés, sont étroites ou ovales-
allongées, avec des bords arrondis roulés vers le bas et les tiges sont prostatiques [15,31,
40]. Les fleurs blanches, rarement purpurines, s’épanouissent depuis le mois de mai
jusqu’au mois d’aott [15]. Ils forment des inflorescences d’aspect blanc, en tétes
compactes globuleuses ou ovoides serrées d’au moins un centimetre de diametre [41]. Les
capituliformes sont situées au sommet des tiges [27]. Le calice est vert-grisatre, couvert de
poils courts et cotonneux en forme de cloche avec 5 dents courtes triangulaires plates ou
acuminées sous-égales, dont la superieure est plus grande et obtuse au sommet, les
inférieures aigués; ces dents ont environ le tiers de la longueur du reste du calice [15, 35],
La corolle est blanche avec des lobes obtus et ovales, I’inférieur plus grand; les lobes
supérieurs sont poilus. Les étamines ne sont pas enroulées sur elles-mémes aprés la
floraison [15]. Les fruits mdrs sont constitués de 4 parties de couleur marron clair a brun

fonceé avec une surface grillagée [14, 42].
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Figure 1.2 : Teucrium polium L. A : feuilles [27], B : inflorescences [15].

1.8. Position systématique

Selon Quezel et Santa (1963) [23], Teucrium polium L est classé comme suit :
Reégne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Angiospermes
Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées Figure 1.3 : Partie végétative de Teucrium polium L

Genre : Teucrium

Espeéce : Teucrium polium L

1.9. Données phytochimiques de Teucrium polium L

L’évaluation de la composition chimique de T. polium récoltée de différents
secteurs géographiques, se base sur l'analyse chromatographiques des extraits [43]. Les
recherches (métabolites secondaires) et plus de 134 substances actives a large spectre
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ont démontré que ce genre est riche en composés chimiques thérapeutiques (métabolites
secondaires), et plus de 134 produits chimiques structurellement actifs ont éteé isolés des

parties aériennes, des racines et des grains de T. polium [10].

La caractérisation et l'analyse des différents extraits ont révélé la présence de plusieurs
composeés incluant principalement les sesquiterpenes [36, 38, 44], monoterpenes [38, 44],
neo-clerodane diterpenoides et triterpenoides [45-47]. De plus, de nombreuses études ont
montré que cette plante contient les stérols et les flavonoides [34, 38, 43, 46, 48].
L'analyse des extraits a montré aussi la présence des stéroides, des acides gras [47], des
iridoides [27] et des composés polyphénoliques [34, 49, 50]. D’autres constituants ont été
aussi identifiés, il s’agit des glycosides tels que verbascosides et poliumosides (connus
sous le nom de phénylethanoide) au niveau des parties aériennes de la plante et contient
aussi les alcaloides [34, 46], les terpénoides [38, 46], les huiles essentielles [35, 37, 51] ,

les saponines et les tanins [34].

1.10. Propriétés thérapeutiques et pharmacologiques

L'espéce Teucrium polium L est utilisée depuis plus de 2000 ans en médecine
traditionnelle [38].Cette espéce a prouvé des effets thérapeutiques importants contre divers
types de pathologies. Les recherches expérimentales, pharmacologiques, thérapeutiques et
cliniqgues menées au cours des 45 derniéres années ont montré que l'extrait et les
composants individuels isolés de différentes parties de T. polium ont des effets biologiques
spécifiques. Ces travaux de recherches scientifiques ont confirmé le bien-fondé des notions
populaires découlant d’un pur empirisme [15].

La poudre et les extraits des parties aériennes de cette plante médicinale sont
utilisés dans de nombreuses régions du monde et ont prouvés leurs réles primordiales dans
la prévention et le traitement de diverses maladies telles que le cancer [52, 53], les
maladies inflammatoires [16, 46, 53], l'athérosclérose et les maladies cardiovasculaires
[44]. Cette plante présente aussi un effet magique dans le traitement des plaies et est
utilisee pour accelérer la cicatrisation des blessures [28, 54-57], I’extrait de cette espece est
utilisee comme un antioxydant [32, 42, 58], il est appliqué entre autres pour traiter les
maladies parasitaires telles que I'amoebicide [32, 59]. Le Teucrium est une plante

médicinale qui permet la résistance aux antibiotiques, peut étre utilisée pour la protection


https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/topics/chemistry/monoterpene
https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/topics/chemistry/sesquiterpene
https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sterols
https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/polyphenol-derivative
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contre les agents pathogénes et les substances antimicrobiennes et également les
antibactériens [60].

Cette plante est prescrite dans les périodes de stress, elle permet la détente, la
relaxation des muscles en augmentant leur force, la diminution de l'anxiété et la lutte
contre la fatigue et l'agressivité [15].

Les propriétés antistress et antioxydantes permettent de lutter contre le
vieillissement de la peau [30]. De plus, elle favorise le sommeil et permet également de
stimuler la mémoire, d'augmenter sa concentration et sa lucidité [15].

Les extraits de cette plante présentent des propriétés diurétiques, antipyrétiques [48,
61], antispasmodiques [38, 52], toniques, antifongiques, antirhumatismales,
carminatives [16, 52] et anorexiques [38].

De plus, différents extraits de cette espece ont été utilisés chez des patients
diabétiques comme agent hypoglycémiant [47, 49, 50, 52] et insulinotropes, ils ont montré
qu’ils permettent la réduction du poids corporel et 1’abaissement de I'hypertension
artérielle [62]

Un extrait méthanolique de T. polium a montré une meilleure protection des
globules rouges (GR) contre la peroxydation lipidique [63].

Récemment et en pharmacologie moderne, I'évaluation des effets cytotoxiques d'un
extrait éthanolique de T.polium, sur quatre lignées cellulaires, a montré que I'extrait
supprimait la croissance de toutes les lignées cellulaires testées [51, 64].

L’extrait aqueux de T. polium augmente la cytotoxicité contre N-méthyl-N-nitro-
Nnitro soguanidine sur des cultures de cellules primaires des hépatocytes des rats et réduit
significativement les index mitotiques et les cellules nécrotiques [65].

Des études ont €té menées sur les extraits hydroalcooliques et d’acétate d’éthyle
pour la mise en évidence des propriétés antinociceptives [38], hypolipidimiques [10, 16],
hypercholesterolemiques [46], hypotensives [10] et hypatoprotecteur [10, 16, 43, 58, 62].

Teucrium polium présentait de longues histoires d'utilisations thérapeutiques en médecine
traditionnelle, dans la médecine populaire saoudienne, les parties aériennes de la plante en
infusion sont utilisées par la population locale de Bédouins pour le traitement des troubles
fébrifuges et vermifuges [66, 67]. En médecine populaire marocaine, elle est utilisée pour
le traitement de diverses maladies, notamment les troubles digestifs, les et les problémes
hépatiques [68]. Cette espéce est également utilisée pour le traitement des problemes
gastro-intestinaux [48] et antiulcéreux [10] ainsi contre les coliques spasmodique [69], le

thé de T.polium est utilisé dans la médecine traditionnelle iranienne pour traiter des
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affections telles que les douleurs abdominales, des maux de téte, les indigestions, le
rhume et les maladies urogénitales [33, 38] et la jaunisse [69].

Depuis longtemps, I’infusion de la germandrée fit utilisée, pour combattre la
goutte, la bronchite chronique et les mucosités abondantes. En bain de bouche, elle soigne
les gingivites [70]
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I1.1. Introduction

La peau est I’enveloppe du corps, dont le role principal est la protection contre les agressions
extérieures, elle constitue une véritable barriere physiologique entre les organes internes et
I’environnement extérieur. Elle permet aussi de limiter au maximum la déshydratation de notre
corps [71]. Toute modification de la peau peut entrainer des conséquences graves, donc il est
tres important de conserver I’intégrité de cette « fonction barriére ». Afin de garder un bel aspect
de la peau et favoriser la cicatrisation, des topiques réparateurs cutanés ou transcutanés sont
présent sur le marché pour applications [72].
Dans ce chapitre sont présentés, la peau et sa structure y compris ses différentes couches et ses
annexes, les plaies qui sont les plus communément rencontrées chez I’Homme avec leurs
caractéristiques ainsi les différentes types des plaies existantes. La cicatrisation avec ses types

et les processus fondamentaux de fonctionnement y seront présentés.

11.2. La peau

La peau aussi appelée tégument est l'organe le plus large et le plus visible du corps
humain. Elle couvre entiérement le corps avec une surface totale d'environ 1,5-2 m2 [73] et de
15 % de la masse totale d’un adulte [74]. A la fois souple et résistante, elle est capable de résister
aux attaques constantes des agents du milieu externe comme les radiations UV, des allergenes
ou des microorganismes. Elle permet la régulation de la température et de la pression artérielle,
en plus elle assure la fonction sensorielle grace aux terminaisons nerveuses, ce qui permet le

contact avec I’environnement externe [75].

11.3. Anatomie de la peau

La peau présente une épaisseur moyenne qui varie de 2 a 3 millimetres en fonction de sa
localisation sur le corps (dos, ventre, bras, jambes), elle varie selon le sexe, I'age et la région du
corps et elle est constituée de trois couches distinctes, de I’extérieur vers I’intérieur de

I’organisme : I’épiderme, le derme et I’hypoderme.[76], comme illustré sur la figure ci-dessous :
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pores tige d'un follicule pileux (poil)

surface de la peau
pore de

épiderme
transpiration P
capillaires
muscle érecteur |
du poil derde derme
glande sudoripare _ sébacée
exocrine |
hypoderme

réseau veineux

réseau artériel tissu conjonctif

cellules adipeuses terminaison nerveusecellules matricielles
(graisseuses)

Figure 11.1 : Coupe schématique de la peau. [77]
a. L’épiderme

L'épiderme est un épithélium de revétement stratifié¢, pavimenteux et keratinisé [77]. Il
est en contact direct avec I’environnement extérieur, il protége I’organisme contre celui-ci. En
fait, c’est la couche protectrice de la peau humaine dont 1’épaisseur représente quelques
dizaines de micrometres [78]. L'épiderme est normalement constitué de 4 types de cellules : Les
kératinocytes avec un taux de 80% des cellules épidermiques. Elles proviennent de 1’ectoderme.
Ce sont elles qui en migrant de la profondeur vers la surface donnent a I'épiderme ses
caractéristiques morphologiques : stratification en plusieurs couches et cellules superficielles
pavimenteuses et anuclées. Les autres cellules de I'épiderme (20%) sont dispersées entre les
kératinocytes. Ce sont les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel. Les
mélanocytes et les cellules de Merkel proviennent des crétes neurales alors que les cellules de
Langerhans ont pour origine la moelle hématopoiétique [79]. Cette couche protectrice est
constituée de plusieurs couches :

v" La couche basale.

v La couche de Malpighi ou couche épineuse.
v’ La couche granuleuse.
v

La couche cornée claire.
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Epiderme

* Couche —f
comée

* Couche —
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® Couche ——=

® Couche —Ei
basale

Figure 11.2 : lllustration des couches et cellules de 1’épiderme [80].

b. La jonction dermo-épidermique

Cette structure particuliere comme son nom l'indique sépare I'épiderme du derme
kératinisé [79]. Elle se trouve aux frontiéres de deux tissus, I’un épithélial, I’autre conjonctif,
cette couche mince située sous la couche basale est constituée de la membrane basale (formée
par les membranes plasmiques des cellules basales) et de plusieurs couches de substances

dermiques telles que glycoprotéines, collagéne de type 1V, fibronectine [81].

c. Derme

Communément appelé tissu conjonctif lache, le derme est une structure complexe bien
plus épaisse que I’épiderme [80], son €paisseur varie considérablement selon le sujet et la région
(comprise entre 1 et 4 mm) [81], il est particulierement fin au niveau des paupiéres et du prépuce
et en revanche trés épais au niveau des plantes des pieds. Il comporte deux zones : le derme
papillaire superficiel (riche en cellules), qui représente environ 1/5 de I’épaisseur totale du
derme et le derme réticulaire ou profond (riche en fibres), qui représente environ 4/5 du derme.
La limite entre les deux parties n'est pas toujours visible au microscope [80, 81].

Le derme est composé principalement d’une matrice extracellulaire (substance
fondamentale)[82], dans laquelle se trouvent des cellules telles que les fibroblastes, ainsi que des
macrophages, mastocytes et les lymphocytes polynucléaires éosinophiles [80, 81], Il est
constitué de protéines fibreuses telles que la collagéne (support structural), 1’élastine et le
réticuline (responsables de 1’¢lasticité et I’extensibilit¢ du derme) et d’un gel interfibrillaire

composé de protéoglycanes, glycoprotéines, sels et eau [81]. Il comprend également
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d’importantes ramifications vasculaires (les vaisseaux sanguins), un vaste réseau nerveux et des
annexes épidermiques telles que les glandes sudoripares, glandes sébacées et follicules pileux
[81, 82].

Le derme est responsable de la texture, de 1’¢lasticité, de la solidité et la souplesse, de
I’hydratation, de la nutrition ainsi que la cicatrisation de la peau. Son role est majeur lors de la
cicatrisation par seconde intention ou la contraction fait intervenir ses propriétes élastiques [81,
83].

res
elastiques

(&élastine)

oubstance
londamentale
(qel)

Figure 11.3 : lllustration schématique du derme [84].

d. L’hypoderme

L’hypoderme est un tissu conjonctif adipeux blanc, reliant le derme au fascia conjonctif
profond, au périoste ou au périchondre, c’est la couche la plus profonde de la peau [83]. Il
représente 15 & 20% de la masse corporelle et varie selon les régions du corps, du sexe, de I’age,
du mode de vie et du déterminisme génétique [84]. Il s’agit d’un tissu conjonctif lache [80], qui
se compose principalement de cellules adipeuses, les adipocytes blancs, regroupées en lobules et
en lobes, séparés par des cloisons conjonctives constituées de fibres de collagene et de réticuline
[84]. Ce tissu est largement vascularisé et traversé par des fibres nerveuses [85]. L’hypoderme a
un role de protection de 1’organisme contre les chocs (le froid, la pression et agressions) [77]. Il
contribue a la mobilité et a 1’élasticité de la peau [80]. Il joue également un réle fondamental

dans la thermorégulation grace au caractere isolant de la graisse [84].
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Fibres liaison ___ RN
Réserves Hypoderme
raisseuses ————————— = Couche cellulo graisseuse
v

Figure 11.4 : lllustration de I’hypoderme [84].
e. Annexes cutanées

Ce sont des invaginations profondes dans le derme, allant jusqu’a 1’épiderme [81]. Elles sont
constituées :

v" Des follicules pilo-sébacés : Ces structures correspondent a 1’association d’un follicule

pileux avec une ou plusieurs glandes sébacées. Ces structures sont toujours associées a

un muscle horripilateur ou arrecteur qui constitue 1’appareil pilosébacé [81]. Elles ont un

role dans la fonction tactile, dans la thermorégulation et dans I’absorption cutanée [84].

v Des glandes sudorales ou glandes sudoripares : Ce sont des glandes sécrétant la sueur
[81]. Ces glandes ayant un role essentiel dans la thermorégulation [84]. Elles sont de
deux types:
> Les glandes sudoripares eccrines : sont les « reins de la peau »,ce sont des glandes
exocrines responsables de la plus grande partie des sécrétions sudorales grace a une
partie sécrétrice, le peloton sécretoire et un long canal excréteur qui traverse le derme
[84]. Elles sont les plus nombreuses, particulierement au niveau des paumes des mains
et des plantes des pieds [86].
» Les glandes sudoripares apocrines : sont composees d’un peloton sécrétoire situé
dans le derme profond et d’un canal excréteur dermique qui rejoint le follicule au-dessus de
I’infundibulum pilaire [77]. Ces glandes sécrétent une sueur plutdt laiteuse, odorante, visqueuse

et riche en substances organiques [84]. Elles sont presentées presque uniquement au niveau des

aisselles et du périnée [86].
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Tige pilaire

Glande sudoripars

eccring

Figure I1.5 : lllustration des annexes cutanées

11.4. Les plaies

11.4.1. Définition de la plaie

Une plaie est définit comme étant une rupture de la structure anatomique normale et
fonctionnelle de la peau (une interruption du revétement cutané). En d’autres termes ; c’est une
déchirure des tissus superficiels et profonds due a un accident (blessure, brilure) ou a une

intervention chirurgicale. Elle est généralement associée & une perte de substance cutanée.

Lors d’une 1ésion cutanée, Cet écartement est dit passif s’il n’est 1i¢ qu’a I’¢lasticité des
tissus. Si la contraction d’un muscle sous-jacent ou un mouvement (articulaire) participe a cet
écartement, il est dit mécanique [83]. Les lésions de la peau peuvent étre différentiées par leur
profondeur (plaies superficielle, profonde, pénétrante), leur forme (linéaire, punctiforme,
irréguliere), leur nombre (unique ou multiple) et leur complexité (association de différents types
de lésion) [87].

11.4.2. Classification des plaies

Les plaies revétent des aspects tres variés, il existe plusieurs classifications afin
de les évaluer, de prévoir les évolutions, les risques de complications [83] et de choisir un

traitement adapté. Les plaies peuvent étre classées en fonction de leur origine, leur
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nature Iésionnelle des tissus altérés et leurs caractéres physico-chimiques, bactériologiques,
histologiques, et cliniques [88].

Tableau Il. 1 : Les stades et les caractéristiques des plaies [87].

Stade Caractéristiques de la plaie

Stade | | Zone d’érythéme avec décoloration de la peau, chaleur et cedéme.

Stade Il | Perte tissulaire partielle touchant 1’épiderme, le derme ou les deux avec absence
de nécrose et a contours rouges, chauds, partiellement indurés.

Stade 111 | Perte tissulaire totale atteignant le tissu sous-cutané et pouvant au fascia
sous-jacent sans toutefois le pénétrer.

Présence de nécrose et d’inflammation.

Stade IV | Perte tissulaire totale atteignant le muscle, 1’os et les structures de soutien,
telles que tendon et capsule articulaire avec destruction et nécrose importantes ;
infection systémique possible.

Stade X | Escarrification jaunatre ou tissu nécrosé noir épais recouvrant le lit de la plaie
(limite ainsi 1’évaluation de 1’extension de la plaie). Toutes les plaies (sauf le
stade I, ou la peau est intacte) peuvent passer par ce stade ; il faut enlever
I’escarre et les tissus morts afin d’évaluer le vrai stade de la plaie.

11.4.3. Types de plaies

On distingue deux types de plaies :

a. La plaie aigué

La plaie aigu€ présente un temps de cicatrisation normal [84], en ’absence de facteur local
ou général pouvant retarder la cicatrisation. Les étiologies incluent notamment les : brdlures,

greffes, plaies chirurgicales, morsures, abces, gelures et des abrasions profondes [89].

b. La plaie chronique

Une plaie est considérée comme chronique aprés quatre a six semaines d’évolution [84],
il s’agit de plaies qui ne cicatrisent pas ou difficilement malgré la mise en place des meilleures
conditions possibles, certains patients vivent avec des plaies chroniques pendant de longues
annees. Elle peut étre comme des : ulcéres de jambes, escarres, plaies des diabétiques et plaies

tumorales [89].
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I11.5. La cicatrisation

11.5.1. Définition de la cicatrisation

La cicatrisation est un phénomene biologique naturel qui permet de reconstruire et de
réparer une zone lésée et de réunir les berges d’une plaie. Il peut s'agir de la régénération d'un
tissu ou d'un organe, souvent la peau, ou de la consolidation d'un élément séparé en deux tels
que dans le cas d'une fracture osseuse [90]. Le temps de cicatrisation d'une plaie dépend de la

gravité et de la nature de la lésion.

11.5.2. Les différents modes de cicatrisation

Les différents modes de cicatrisation offrent des approches variées pour guérir une plaie,

avec des choix basés sur des critéres spécifiques.

a. Cicatrisation par premiere intention

La cicatrisation par premiere intention, mise au contact de I'épiderme et du derme des
deux berges de la plaie [91], souvent utilisée pour les plaies chirurgicales (évolution d'une plaie
suturée). Ce type de cicatrisation nécessite des conditions et des critéres précises telles qu'une
plaie propre, sans corps étrangers ni tissus nécrotiques, sans saignement, et avec un alignement

précis des bords pour une cicatrisation rapide et une cicatrice discrete [92].

b. Cicatrisation par seconde intention

La cicatrisation par seconde intention, plus courante pour les plaies traumatiques, ce
processus naturel prend plus de temps car les bords de la plaie sont éloignés [92], pour cela,
I'organisme doit faire appel a de nouveaux tissus appelés tissus de granulation pour obtenir la

fermeture de la plaie [91], parfois des séquelles fonctionnelles et esthétiques persistent.

c. Cicatrisation par troisieme intention

La cicatrisation par troisiéme intention ou cicatrisation de premiére intention retardée
combine le traitement de la cicatrisation par seconde intention avec une fermeture chirurgicale

ultérieure, permettant de gagner du temps par rapport a une cicatrisation par seconde intention.
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Ce type de cicatrisation a lieu quand des complications telles qu'un cedéme important ou une

infection sont présentes [92]. La figure ci-dessous illustre ces mécanismes :

1 intention
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Plaie contammée fissu de granulation Fermeture retardée

avel suures

Figure 11.6 : Les types de cicatrisation cutanée [92].

11.5.3. Les processus fondamentaux de la cicatrisation

Au cours des dernieres années, les avancées significatives en biologie cellulaire et
moléculaire ont amélioré la compréhension du processus de la cicatrisation et la régénération des
tissus [88]. La cicatrisation cutanée fait intervenir différentes phases qui entrainent la disparition
d'une lésion et le remplacement des cellules atteintes par des cellules saines.

a. La phase vasculaire

La phase vasculaire ou hémostase commence immédiatement apres la lésion tissulaire.
L’effraction vasculaire entraine un saignement qui déclenche 1’étape d’hémostase par
vasoconstriction. Ce phénomene naturel entraine une diminution du flot sanguin et minimise la
perte de sang. L’hémostase implique la libération, I’activation et I’agrégation plaquettaire ainsi
que le relargage de nombreux médiateurs, protéines [84] et facteurs de coagulation pour former
un caillot de fibrine. Ce caillot sanguin permet de combler la plaie et les polynucléaires affluents
[87] et d’unir les bords de la plaie, il permet aussi de limiter la perte de fluides et I’infection. En
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outre, ce caillot de fibrine fournit une matrice extracellulaire nécessaire a la migration ultérieure
des neutrophiles, fibroblastes et des cellules endothéliales [88] et il protége la peau de

I’extérieur. Cette phase dure généralement de 1 a 2 jours.

b. La phase inflammatoire

La présence d'une blessure nécessite toujours une réponse inflammatoire. Cette phase
commence apres 6 heures de la constitution de la lésion et dure en moyenne 3 a 5 jours [88],
I’importance et la durée de la phase inflammatoire sont variables selon 1’agent agresseur et
I’intensité des dégats tissulaires [93]. Cette phase se caractérise par des signes tels que, la
rougeur et la chaleur qui résultent d’une augmentation du débit sanguin au niveau de la 1ésion
[84], le gonflement provoqué par la formation d’exsudat [87], la douleur est provoqué par
I’cedéme qui comprime les fibres nerveuses [84]. Cette phase permet d’arréter ’hémorragie et de
détruire les bactéries.

Des molécules chimiotactiques attirent vers le lit de la blessure des cellules
inflammatoires notamment les neutrophiles et les macrophages, dont le role principal est
d’amorcer la phagocytose pour combattre les bactéries, les pathogénes (corps étrangers) et les
débris cellulaires.

Les neutrophiles et les macrophages produisent des facteurs chimiotactiques qui recrutent
d’autres cellules inflammatoires et libeérent des facteurs de croissance ; des cytokines et des
protéases ; qui attirent les fibroblastes et les cellules endothéliales vers le site de la plaie, ils ont

un réle essentiel dans la formation du tissu cicatriciel.

c. La phase de granulation ou proliférative

La phase de granulation dure environ 3 semaines et, lors de la cicatrisation normale,
I'épithelialisation se prépare également des ce moment. Des fibroblastes proliférent au sein de la
plaie, favorisant la formation et la réorganisation d'une matrice extracellulaire et de nouveaux
vaisseaux sanguins ainsi que la multiplication des cellules précurseurs des kératinocytes, a partir
des berges de la plaie, des follicules pileux et des glandes sudoripares. Les macrophages
sécrétent des facteurs de croissance qui stimulent la prolifération des fibroblastes qui produisent
du collagene, dont les fibres s'orientent selon les forces auxquelles elles sont soumises. Leur
prolifération est régie par un certain nombre de facteurs. L'arrét de cette prolifération se fait en
regle générale lorsque le tissu de granulation aura comblé la perte de substance et lorsque la

prolifération fibroblastique est remontée au niveau des berges.
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d. La phase de maturation ou de remodelage

Cette phase est ¢galement appelée phase de maturation. L’épithélium formé au cours de
la phase précédente est fragile et doit étre remodelé afin de former une cicatrice résistante [92].
La phase de maturation est caractérisée par la réduction de la vascularisation jusqu’a ce qu’elle
ne soit plus vascularisée et la diminution des cellules inflammatoires. Cette phase est
caractérisée aussi par la maturation et 1’épaississement de 1’épiderme, la normalisation du
réseau capillaire, la maturation cicatricielle et le remodelage de la matrice extracellulaire [87].
Ce dernier débute 2 a 3 semaines aprés la Iésion tissulaire et peut durer plusieurs mois voire
méme quelques années apres la fermeture de la plaie et differe selon la nature de la plaie.

La cicatrice subit un remodelage supplémentaire pour s'adapter aux contraintes

mécaniques environnantes, devenant ainsi plus plate, lisse et moins visible avec le temps.

Saignement
Caillot sanguin

. o Phase inflammatoire

Croute
Fibroblastes 4
Macrophages ., - -~
Vaisseau sanguin = — --I/ Phase de migration
- —
Prolifération des ' =
fibroblastes - Phase de
Graisse sous-cutanée = B maturation
Epiderme fraichement | g—
cicatrisé e

Derme fraichement
cicatriseé

Figure 11.7: Les étapes schématiques du mécanisme de cicatrisation.
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Chapitre 11 Formes Transdermique

I11.1. Introduction

Avec l'avénement des nanotechnologies, I'administration transdermique des médicaments
est devenue de plus en plus une voie d’administration plus avantageuse par rapport aux autres
voies traditionnelles [94]. Elle permet de fournir des dispositifs et des matériaux présentant des
nouvelles propriétés physiques, chimiques et biologiques en raison de leurs tailles
nanométriques, offrant donc 1’avantage de protéger les médicaments de la dégradation; soit de
réduire le nombre de doses nécessaires et assurer un traitement efficace [95, 96]. La diffusion
des médicaments a travers la peau est un concept prometteur depuis longtemps, vu la rapidité

d’acceés,

Dans ce chapitre seront présentées, les nanoémulsions avec les différents types, les
propriétés physico-chimiques et les méthodes d’élaboration. Les patchs transdermiques et ses

types, la délivrance et la diffusion transdermique des médicaments y seront aussi abordés.

111.2. Définition des nanoémulsions

Selon 'TUPAC [97], une émulsion est une dispersion de gouttelettes d’un liquide dans une
phase continue d’un autre liquide, non miscibles entre eux. Les nanoémulsions (NEs) sont des
systemes « métastables », c'est-a-dire hors équilibre thermodynamique. Leur diametre est de 20
a 200 nm [98]. En effet, leur petite taille leur permet d’acquérir des propriétés nettement

avantageuses, en voici quelques exemples :

v Une surface élevée par unité de volume.

v Une meilleure stabilité face aux phénomeénes de gravité en raison de la petite taille des
gouttelettes.

v De bonnes propriétés d’apparence, de texture et de rhéologie.

v De bonnes propriétés de transport d’actifs grace a une meilleure pénétration cutanée.

111.3. Les différents types de nanoemulsions

Il existe trois catégories de nanoémulsions : huile dans eau, eau dans huile et bi-continue

(multiple). Chaqgue type présente des qualités particuliéres [99].
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111.3.1. Nanoémulsion simple

a. Nanoémulsion directe : (notée H/E pour Huile dans Eau) dans laquelle de

petites gouttelettes d'huile sont dispersées dans la phase aqueuse continue.

b. Nanoémulsion inverse :(notée E/H pour Eau dans Huile) dans laquelle de

petites gouttelettes d'eau sont dispersées dans un milieu huileux.

111.3.2. Nanoémulsions multiples

11 s’agit de nanoémulsions ou de dispersions d’une nanoémulsion dans une phase dispersante
[100]. La dispersion d’une nanoémulsion H/E dans une phase huileuse (H) : donne une
nanoémulsion H/E/H. La dispersion d’une émulsion E/H dans une phase aqueuse (E) : donne une
nanoémulsion E/H/E.

Dans les nanoémulsions multiples, on distingue trois phases : interne / intermédiaire et

externe.

Q° O © (8) &
e O O o2 ©)
o O -

o o O o @ (&9 D
Water-in-oil Oil-in-water Water-in-oil-in-water Oil-in-water-in-water
(W/0) (O/W) (W/O/W) (O/W/0)

S o L o
v v

Simple nanoemulsions Multiple emulsions

Figure 111.1 : Les différents types des structures des nanoémulsions.

I11.4. Propriétes physico-chimiques des nanoémulsions

Les nanoémulsions sont de plus en plus utilisees dans de nombreux domaines de par

leurs propriétés physico-chimiques tres intéressantes.

4+ Apparence : Les gouttelettes étant petites, les ondes lumineuses sont de dispersion tres

faible. Cela permet la creéation de produits transparents [101].
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4 Texture : Le faible diamétre des gouttelettes influence également les propriétés rhéologiques,
avec une tres faible viscosité, semblable a I’eau. Les produits présentent donc un aspect fluide
[101].

< Stabilité : Du fait que la faible taille des gouttelettes, la stabilité est meilleure [101].

Le principal seul mécanisme d’instabilité que peuvent subir les NEs est le mdrissement

d’Ostwald.

111.5. Formulation des nanoémulsions

111.5.1. Méthode d’émulsification a haute énergie

Dans la méthode d’émulsification a haute énergie, les nanoémulsions sont émulsifiées
grace a des appareils a forces mécaniques qui permettent la formation de trés fines gouttes. Ces
méthodes sont sophistiquées et couteuses car elles consomment beaucoup d’énergie. Elles

garantissent ’uniformité des gouttelettes des nanoémulsions [102].

a. Homogénéisation a haute pression (HHP)

Ce procédé commence par la réalisation d’une émulsion grossiere. Cette pré-
émulsion est ensuite introduite dans 1’homogénéisateur et elle passe a travers un petit orifice
a une pression de fonctionnement comprise entre 500 et 5000 psi [103] afin de réduire la

taille des émulsions a la taille souhaitée [100]. La figure ci-dessous illustre le principe :

Nanoémulsion
-

Pré-émulsion T Droplet
lisruption
—

— Impact ring

Valve seat

Figure 111.2 : Schéma de fonctionnement d’un homogénéisateur & haute pression [103].
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b. Emulsification assistée par ultrasons

L'émulsification assistée par ultrasons a attiré une attention considérable pour la fabrication des
nanoémulsions en raison de sa capacité a produire de petites gouttelettes avec un bon rendement
énergétique et un codt relativement faible [104].

Genmncerateuar
- T ranmnsductewar

Sonde

- NAIimne

Figure 111.3 : lllustration de la sonde a ultrasons [104].

c. Emulsification par microfluidisation

La microfluidisation est la nouvelle technique la plus utilisée dans I’industrie
pharmaceutique et cosmétique afin d’obtenir des émulsions de petites gouttelettes [103]. Dans cette
technologie, il s'agit d'une pompe forcant une pré-émulsion grossiére dans un canal d'écoulement
étroit, (Figure 111.4). Cette conception entraine la formation de trés fines gouttelettes [105]. La
microfluidisation est similaire aux HHP avec le seul changement dans la conception des canaux
[100].

2-_ - Prée-éemulsion (+/- SO0 microns)
F -
(= e,
e 2 = Refroidissement
, / - It ;TN 1
&%= T ] 1l
Chambre
g nteractio -~ >
: ) & ./

skl

Pression jusgu’a 40 000 psi N ENOETGISION

Figure I11. 4: Représentation du principe de la microfluidisation [105].

d. Emulsification par ultrafiltration

Ce procédé est également appelé émulsification par membrane. Il a pour principe de forcer les
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Pression transmembranaire

Chapitre 111
gouttelettes a traverser les pores d’une membrane trés fine et dont 1a taille a été prédéfinie [106].
&2

= o - S <
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d'Eemulsification

_—

Maembrane

| Aglta;-on MmMmagnaetiqgue et
chauffage
Figure 111.5 : Représentation du procédé de I'emulsification par membrane [106]

Phase disperscee

111.5.2. Méthodes d’émulsification a faible énergie
Les procédés a faible utilisation d’énergie s’appuient sur le contrdle des phénomenes se

produisant a I’interface [107]. Ces méthodes sont intéressantes car elles profitent de I'énergie

stockée dans le systeme pour favoriser la formation de petites gouttelettes [108].

\‘:' A * .
SO D

a. Emulsification spontanée
Les NEs sont générées par un simple mélange de deux phases liquides a température
constante, ce qui va alors provoquer une forte perturbation a I’interface des deux phases avec une

N Al

augmentation de I’aire interfaciale [109].
T ~ I :
Phase huileuse : huile + < e
eau/tensioactif soluble y \ IS
) - | WA, ¢
N W w D
> i's\;’ ® A 'I;
1 O a%r) i ' o
- ‘

Formation spontanée

5
Déplacement du
des gouttelettes

tensioactif vers la
phase aqueuse

Phase aqueuse : eau
A

Les phases huileuse et
aqueuse rentrent en
contact

Figure 111.6 : Hlustration du phénomeéne d'émulsification spontanée [99]
b. Température d’inversion de phases (PIT)
La préparation des NEs par la méthode de température d’inversion de phases est divisée en 3

étapes principales [109].
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e Formation d’une émulsion macroscopique laiteuse.

e Le mélange est chauffé progressivement jusqu’au point PIT au minimum.

e Enfin, la solution est rapidement refroidie a température ambiante sous
agitation, provoquant la formation de nanoémulsions H/E.

Temperature

o Phase Inversion Temperature (PIT) oo

Figure I111.7 : lllustration de la formation de nanoémulsions par la méthode
PIT [99].

c. Inversion de phases par la composition(PIC)

Le processus de la préparation des nanoémulsions par la méthode PIC consiste a incorporer
progressivement de 1’eau dans le mélange huile-surfactant ou d’incorporer de 1’huile dans le mélange
eau-surfactant [99]. Cette méthode utilise moins de forces motrices par rapport a la méthode
d'émulsification spontanée et elle modifie la composition tout en maintenant une température

constante ; sans avoir besoin d'énergie thermique ni de solvants organiques ; elle est plus adaptée

@ o/w

Nanoemulsion

pour une fabrication a grande échelle que la méthode PIT.

w/o emulsion

Figure 111.8 : lllustration de la méthode Inversion de phases par la composition [99].
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111.6. Mécanismes de déstabilisation

Les nanoémulsions sont des systemes thermodynamiquement instables a cause des interactions
moléculaires défavorables qui se produisent a ID’interface huile-eau en raison de [effet
hydrophobe. Plusieurs mécanismes peuvent se produire simultanément et la présence de 1’un

d’entre eux peut favoriser la survenue d’un autre [110].

111.6.1. Murissement d’Ostwald

Le marissement d’Ostwald est un processus par lequel les gouttelettes les plus petites

rétrécissent alors que les plus grandes gouttelettes se développent.

Les plus grandes gouttelettes grossissent

900 @O

\) ‘-) < &

Les plus petites gouttelettes rétrécissent

Figure 111.9: Mlrissement d'Ostwald [110].

111.6.2. Agrégation des gouttelettes

les nanoémulsions sont des systemes métastables, Il existe deux types d’agrégations dans
une NEs : la coalescence et la floculation ; ces agrégations sont formées a cause du déplacement

des gouttelettes liées au mouvement Brownien, a la gravité ou a 1’agitation mécanique [111].

a. Floculation

La floculation est le processus par lequel deux ou plusieurs gouttelettes d’une émulsion

s’agglomerent en raison des forces d’attraction qui agissent entre elles.

b. Coalescence

La coalescence est le phénomene par lequel des gouttelettes entrent en collision
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et fusionnent entre elles conduisant a la formation d’une plus grosse gouttelette.

c. Séparation gravitationnelle

Ce phénomene se produit des lors que la densité des gouttelettes est inférieure ou
supérieure a celle du liquide environnant. Si les gouttelettes ont une densité plus faible, ces
derniéres auront tendance a remonter, c’est le crémage. Si elles ont une densité supéricure, elles

auront tendance a descendre.

Sédimentation - °o 1 Crémage g‘.r;:,';l
b 1 b=z

szoss :
gk =
S €. =S

Figure 111.10: Ilustration des phénoménes de séparation gravitationnelle [111].

111.7. Contro6le de la stabilité

Les NEs peuvent étre déstabilisées et perdre alors leurs propriétés. En effet, il est possible
de ralentir ou d’inhiber ces phénomeénes suite a plusieurs phénomeénes de déstabilisation:

électrostatique ; stérique; rhéologique et électro-stérique.

a. Stabilisation électrostatique

Cette méthode est utilisée dans les cas des phénomenes d’agrégation de gouttelettes. Elle a pour
but d’envelopper les gouttelettes d’une double couche ionique et s’appuie sur la répulsion des
charges de méme signe.

b. Stabilisation stérique

Cette technique est utilisée pour prévenir les phénomeénes de floculation [112]. Lors de
I’utilisation de ce procédé¢, I’opérateur va ajouter des polymeres dans le systeéme, qui s’adsorbent a
I’interface des gouttelettes. Celles-ci vont alors créer une barriere physique permettant d’augmenter

la distance entre les goulttes.

c. Stabilisation rhéologique

La stabilisation rhéologique consiste a ajouter des agents permettant d’augmenter la
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viscosité de la phase continue rendant alors les gouttelettes moins mobiles et la probabilité de choc
plus faible [113].

d. Stabilisation électro-stérique

Cette meéthode est la combinaison des deux meécanismes de stabilisation, électrostatique et
stérique. Pour réaliser une stabilisation électro-stérique, il est nécessaire d’utiliser des stabilisants

macromoléculaires ioniques tels que les protéines.
111.8. Définition des patchs transdermiques

Les patchs également connus sous le nom de systémes d’administration transdermique de
médicaments (TDDS) ou timbres transdermiques, sont des dispositifs congues pour administrer et
délivrer des doses de médicaments ou des agents thérapeutiques a travers la peau pour des effets

locaux ou systémiques [114].

Leur développement a vu le jour au début des années 70 et le premier patch, approuvé par
le FDA « Food And Drug Administration » en 1979, traitait le mal du transport [115]. Afin
d'obtenir un débit contrélé pendant une période donnée, des membranes spéciales sont

incorporées. 1l existe deux types de patchs [116] :

a. Lessystémes a réservoir :

Sont des composés d’une couche de support, un revétement pour une protection externe
impermeéable & la substance active, d'une couche de protection a enlever avant I’application du
patch, d'un compartiment réservoir contenant le médicament et d’une membrane perméable qui

régule la diffusion & travers la peau.

a. Lessystemes dits matriciels :

Sont des systemes qui comprennent des couches supérieures et inférieures identiques a
celles du premier type, ainsi que des médicaments dissous et dispersés dans un polymere. La
diffusion dans ce type de patchs est contr6lée essentiellement par les propriétés physico-chimiques

des médicaments.
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Patch transdermique: réservoir Patch transdermique: médicament sur adhésif

- Couche de support - Couche de support
Réservoir de
médicaments

Médicaments

sur adhésif
Adheésif Adhésif
.. MM Couche de protection S wammme Couche de protection

Figure 111.11 : types de patchs transdermiques [116].

111.9. Délivrance transdermique des médicaments

La délivrance transdermique est une méthode indolore d'administration des médicaments par
voie systémique, consistant a appliquer une formulation médicamenteuse sur une peau saine et
intacte. Le médicament péneétre initialement dans la couche cornée, puis passe a travers I'épiderme

et le derme plus profond sans accumulation de médicament dans la couche dermique [117].

111.10. La diffusion transdermique

La diffusion est un processus cinétique passif qui détermine le mouvement de molécules sous
I’effet d’un gradient de concentration, d’une région de concentration élevée vers une région moins
concentrée. La diffusion du médicament se fait alors de la surface de la peau vers les couches
profondes jusqu’a ce que les concentrations soient a 1’équilibre. Les molécules au contact de la
surface de la peau se voient confronter a 1’obstacle de la couche cornée. L’analyse approfondie
de cette couche montre qu’elle est partiellement hydratée et 20 % de lipides, ceci explique la
possibilité du passage et de la diffusion de substances liposolubles et hydrosoluble. Il existe deux
chemins potentiels pour atteindre le derme : la voie intercellulaire et transcellulaire, comme

présenté sur la Figure 111.12.
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Figure 111.12 : Voies de pénétration des molécules a travers la peau

Par la voie intercellulaire, les molécules passent a travers les espaces entre les cellules.
Méme si le chemin est plus long, cette voie est la plus rapide. La composition de bicouches
lipidiques favorise les molécules lipophiles et hydrophiles. La voie transcellulaire est la plus
directe, donc la plus courte mais aussi la plus résistante au passage des molécules. Ces derniéres
passent latéralement a travers les cellules de la couche cornée. Elle comporte aussi les conduits

naturels comme les pores et les poils qui favorisent le passage des substances [118].

I11.11. Intérét de la voie transdermique
Le processus de diffusion est influencé par plusieurs facteurs qui peuvent étre groupés en
deux parties : des facteurs qui influencent ’efficacité de la barriére cutanée et des facteurs qui

jouent sur le comportement des molécules vis-a-vis de cette barriére.

La premicre catégorie est liée au patient ; 1’épaisseur de la couche cornée et le nombre de
follicules. La variabilité intra et interindividuelle est un parameétre important a maitriser, il peut

changer selon la couleur de peau et ’dge du patient.

La deuxiéme catégorie est liée au principe actif; ce sont les propriétés physicochimiques et
biologiques des molécules qui déterminent le taux de la diffusion et méme la stabilité d'un produit
médicamenteux [119].

Hormis ces facteurs qui pénalisent la diffusion, cette derniére présente d’autres limitations
comme le nombre tres réduit de candidats potentiels, la faible quantité diffusee du principe actif,
ce qui ameéne a augmenter la taille du patch et prolonger son activation, et puis le manque de
maitrise et de contrdle de la dose administrée.
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Du fait de ces restrictions conséquentes, des méethodes sont en cours de recherche pour

promouvoir la diffusion et atteindre une efficacité thérapeutique significative. Ces techniques

peuvent étre physiques comme 1’¢électroporation, les microaiguilles, la sonophorése et

l'ionophorése. Ou chimiques se basant sur des techniques liées a la perturbation d’une fagon

réversible de la couche cornée en la rendant plus perméable a une large gamme de molécules

[120].

[121]:

L’administration des médicaments par voie transdermique présente de nombreux avantages

La libération du principe actif est trés souvent prolongée par rapport a une
administration orale, ce qui permet de diminuer la fréquence de doses et donc favorise
I’observance.

D’un point de vue pharmaceutique, cette forme permet une libération continue et prolongée
de principe actif dans la circulation générale.

Il n’y a pas d’effet de premier passage hépatique, ce qui permet de diminuer les
doses administrées et les effets secondaires.

L’effet pharmaceutique peut étre facilement stoppé par retrait du dispositif.
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Chapitre IV Materiels et Méthodes

IVV.1. Introduction

La présente étude a déroulé au sein de laboratoire génie chimique du département de génie
des procédes (Université de Blida 1), la premiére phase de la partie expérimentale consistait en
I’extraction des substances bioactives de la partie aérienne de la plante Teucrium polium L. La
méthode d’extraction par soxhlet a été utilisée pour I’obtention de 1’extrait brut et 1’huile
essentielle a été récupérée par Clevenger. Les tests biologiques ont été réalisés sur 1’extrait et
I’HE par évaluation des activités antioxydantes par le protocole du DPPH et FRAP et I’activité
antibactérienne par la méthode de diffusion en milieu gélosé.

Les extraits et I’HE obtenus ont été incorporés en qualités de principes actifs dans des
formes galéniques innovantes ; les nanoémulsions et caractérisés par des méthodes physico-
chimiques et rhéologiques pour a la fin concevoir des patchs transdermiques. A activité

cicatrisante. Cette derniére a été évaluée in-vivo sur des rats Wistar.

IV.2. Matériel végétal
IV.2.1. La récolte de la plante

Les parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) de Teucrium polium L ont été récoltées
dans la région de Dirrah wilaya de Bouira, en période de floraison ; de mai a juin 2020, a une
altitude de 525 m (36° 22' 00" N, 3° 53’ 00" E). Les échantillons ont été identifiés et authentifiés
au laboratoire botanique du département de biotechnologie (Université de Saad Dahlab Blida 1,
Algérie), en collaboration avec I'Herbier de I'Ecole Nationale Supérieure Agronomique, d’El-
Harrach, Alger.

IV.2.2. Préparation des echantillons

La matiere végétale collectée a été triée et débarrassée de matiéres étrangeéres, ensuite
séchée a température ambiante, a 1’air libre a l'ombre, jusqu’a la stabilisation de la masse
(pendant 15 jours) afin d’éviter d’éventuelles risques d’oxydation des polyphénols et de
préserver au maximum [’intégrité des molécules. Une fois la plante compleétement séchée, elle a
¢té broyée en poudre fine a 1’aide d’un broyeur a couteau. La poudre végétale obtenue a été
ensuite récupérée, conserveée et stockées dans des sacs propres dans un environnement sombre et

a température ambiante (25°C + 2°C) jusqu’a I’utilisation.
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IV. 3. Procédé d’extraction de la fraction éthanolique

1V. 3.1. Extraction avec I’éthanol

L’extrait éthanolique a été obtenu par extraction d’une quantit¢ de 10g de la matiere
végétale avec 100 mL d’EtOH (96%) a I'aide d'un appareil Soxhlet pendant 6 heures, 1’extrait
éthanolique a subit une évaporation sous vide dans un évaporateur rotatif de type Heidolph a
une température de 40°C. Cette méthode adoptée est similaire a la méthode décrite par Chirane

et al [122], avec quelques modifications.

1V. 3. 2. Calcul du rendement de P’extrait

Le rendement déterminé apres évaporation totale du solvant, est exprimé en pourcentage

par rapport au poids sec et est calculé par la formule suivante.

My

* 100

R (%) = =
éch

m,,, - lamasse de I’extrait apres évaporation du solvant en g.

mg.p, - 1a masse de 1’échantillon végétale séchée en g.

IV.4. Criblage phytochimique

Afin d’évaluer la composition et déterminer les groupes chimiques majoritaires
(métabolites secondaires) retrouvés dans la plante, deux solvants de polarités différentes ont été
utilisés (Eau, EtOH). Le principe a été basé soit sur la formation de complexes insolubles en
utilisant les réactions de précipitation, soit sur formation de complexes colorés en utilisant des

réactions de colorations [123].

IV.4.1. Extrait aqueux (E2)

Il consiste a introduire 1g du matériel végétal dans 20 mL d’cau distillée, I’ensemble a été
agité pendant deux heures a I’air ambiant, le mélange a été filtré et I’extrait aqueux a été soumis

aux différents tests.
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IV.4.2. Extrait aqueux (E2)

Il consiste a introduire 1g du matériel végétal dans 20 mL d’eau distillée, I’ensemble a été
agité pendant deux heures a 1’air ambiant, le mélange a été filtré et I’extrait aqueux a été soumis

aux différents tests.

IV.4.3. Extrait éthanolique (E3)

Une quantité de 1g de poudre végétale a ét¢ mise en contact avec 20mL d’EtOH,
I’ensemble est macéré pendant deux heures a 1’air ambiant, le mélange est filtré et I’extrait

éthanolique a été soumis aux différents tests. Les différents composants de 1’extrait sont :

a. Dosage des Saponosides

L’identification des saponosides a été réalisée en ajoutant une faible quantité d’eau a 2mL
de I’extrait aqueux, la solution a été par la suite fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé
au repos pendant 20 minutes [124]. La formation d’une mousse (hauteur supéricure a 1 cm)
stable, persistante indique la présence de saponines [125, 126]. La teneur en saponosides a été

évaluée selon les critéres décrits par Trease et Evans, 1987 et sont les suivants :

- Pas de mousse = test négatif
- Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm = test positif

- Mousse plus de 2 cm = test trés positif

b. Dosage des Alcaloides

Une quantit¢ de 3mg du matériel végétal a été mise en contact avec 15mL d’acide
sulfurique (H2SOs4) (10%) [127]. L’ensemble a été mis sous agitation pendant 3 heures.

Ensuite, le mélange est filtré et le filtrat a été réparti dans trois tubes ;
Dans le premier tube : 1mL de filtrat plus 3-5 gouttes du réactif de Mayer, un test
positif a été révélé par I’apparition d’un précipité blanc-jaunatre. [128]

Dans le deuxieme tube : 1mL de filtrat plus 2-5 gouttes du réactif de Bouchardat.

S’il apparait un précipité brun, donc on est en presence d’alcaloides. [125, 126]
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Dans le troisieme tube : 1ImL de filtrat plus 5 gouttes du réactif de Dragendorff.

L’apparition d’un précipité rouge orangeé indique la présence des alcaloides [123, 127].

c. Dosage des Polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCls) a permis d’identifier les polyphénols, une goutte
de solution alcoolique de chlorure ferrique & 2% a été ajouté a 2mL d’extrait aqueux,
I’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la
présence des polyphénols [123].

d. Dosage des Flavonoides

1g du produit végétal a été macére dans 15mL d’HCl a 1% pendant une nuit. Aprés
filtration, les tests suivants ont été réalisés.

Prise de 10mL du filtrat, I’alcaliniser avec du NaOH. L’apparition de la couleur jaune-
orange indique la présence de flavonoides [125].

L’ajout a 5mL du filtrat, 2,5mL d’alcool amylique (pentanol), la phase alcoolique

colorée en jaune indique la présence de flavonoides libres (génine) [124].

e. Dosage des Anthocyanes

SmL de la solution d’acide sulfurique H2SO4 a 10% a été ajouté a SmL de D’extrait
aqueux puis 1’ajout de 5 gouttes d’hydroxyde d’ammonium NH4OH a 25%. Une coloration
rouge en milieu acide et bleue violacée en milieu basique indique la présence des Anthocyanes
[124, 125].

f. Dosage des Tanins

La présence des tanins a été mise en évidence par ’addition a 1mL d’extrait éthanolique
de la plante 2mL d’eau et de 2 a 3 gouttes de solution de FeClz diluée a 1%. Un test positif a éte
révélé par I’apparition d’une coloration bleue-verte. L’apparition d’une coloration verte foncée a
indiqué la présence des tanins catéchiques et I’apparition d’une coloration bleue-verte a

indiqué la presence des tanins galliques [124, 127].
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Tanins catéchiques (Stiasny)

A 1 mL de l'infusion, 0,5mL de réactif de Stiasny a été ajouté, le mélange obtenu a été
chauffé au bain-marie a 90°C pendant 15 minutes. L’apparition d’un précipité rose claire a

montré la présence des tanins catéchiques [124].

Tanins galliques

Pour révéler la présence les tanins galliques, on filtre le mélange précédemment chauffé
et on preleve 0,5mL du filtrat. Le filtrat est ensuite saturé avec 10mL de 1’acétate de sodium
1%, on ajoute a ce mélange, 100uL d’une solution de FeClz a 1%. Le développement d’une
teinte bleu-noire indique la présence des tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny
[124].

g. Dosage des Composés réducteurs

Les sucres réducteurs ont ¢t¢ mis en évidence dans 1’extrait aqueux par le réactif de
Fehling. La détection des composés réducteurs consiste a traiter SmL d’extrait aqueux avec
5mL de liqueur de Fehling. Puis chauffer au bain-marie a 70°C de 2-3 minutes. La formation

d’un précipité rouge brique indique une réaction positive [126].

h. Dosage des Anthraquinones libres

On a ajouté SmL d’une solution de I'ammoniaque (NH4OH) (20 %) a 10mL de 1’extrait
éthanolique ou aqueux avec agitation. L’apparition d’une coloration plus ou moins rouge a

indiqué la présence des anthraquinones libres [123].

i. Dosage des Terpénoides

A 1ImL de I’extrait éthanolique ou aqueux, on a ajouté 0,4mL de chloroforme (CHCls) et
0.6mL de H>SO4 concentré. La présence des terpénoides est mise en évidence par 1’apparition

d’un anneau marron a I’interphase [129].

j. Dosage des Quinones

lg de poudre végétale a ét¢ macéré dans 15 a 30mL d’éther de pétrole. Apres agitation
et un repos de 24 heures, les extraits ont été filtrés et concentrés a 1’évaporateur rotatif. La
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présence des quinones libres est confirmée par I’ajout de quelques gouttes de NaOH a 10%,

lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet [124].
k. Dosage des Coumarines

Les coumarines ont été révélées a partir de 2mL de I’extrait aqueux placé dans un tube
dans lequel sont ajoutés 3mL de NaOH (10%). Aprés agitation de la solution, 1’apparition d'une

couleur jaune indique la présence des coumarines [124].

|. Dosage des Huiles essentielles

1g de matériel végétale a été introduit dans 10mL de dichlorométhane puis ’extrait a
été évaporé a sec. Le résidu a été ensuite dissous dans 3mL d’éthanol. Puis, la solution a été
évaporée a sec de nouveau. La sensation d’une odeur parfumée indique la présence d’huiles

essentielles [127].

IV.5. Dosage des polyphénols totaux

e Leprincipe

Les polyphénols ont été determinés par la méthode de Folin-Ciocalteu, cette méthode
permet de connaitre le contenu polyphénolique total d’un échantillon donné. Le réactif FCR
est constitué dun mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMo012040), de coloration jaune [12]. Cette méthode conduit a la
formation de produits de réduction de couleur bleue [130]. L’intensité de cette coloration est
proportionnelle & la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon analysé par UV/ visible

a une longueur d’onde de 1’ordre 760 nm.

e Mode opératoire

La détermination du taux des polyphénols totaux a été réalisée par la méthode décrite
par Chirane M., et al 2019 [122]. 0.25mL de I'extrait éthanolique de la partie aérienne a été
mélangé avec 1.25mL de 10% (v/v) du reactif de Folin-Ciocalteau aprés 3 minutes de réaction.

1mL de la solution de carbonate de sodium (Na2COs) & une concentration de 75 g/L sont
ajoutés. Apres 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante, I'absorbance a

été mesurée a 765 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV (Hetachi U 5100).

Les concentrations des polyphénols ont été déduites a partir de la gamme de la courbe

d’étalonnage établie avec un polyphénol standard acide gallique. Les résultats sont exprimés en
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milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait. Les tests ont été répétés trois fois

afin de s’assurer de la reproductibilité des résultats.

IV.6. Dosage des flavonoides totaux

e Leprincipe

Le dosage des flavonoides est réalisé a 1’aide de la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AICls) qui forme un complexe jaune avec les flavonoides et qui absorbe dans le

visible a 415 nm.

e Mode opératoire

La détermination du taux des flavonoides totaux a été réalisée par la méthode décrite par
Jaadan H., et al 2020 [131].

Une quantité¢ de 2mL de I’extrait et de standard a été ajoutée a 0.1mL de la solution
d’AlClz (10 % (m/ v)), 0.1mL d'acétate de sodium (1 M) et 2,8mL d'eau distillée. Le mélange a
¢été agité et incubé pendant 1 heure a 1’obscurité et a température ambiante. L'absorbance est

mesurée a 415 nm par UV/VIS.

Les concentrations en flavonoides ont été déduites a partir de la gamme de la courbe
d’étalonnage établie avec un flavonoide standard Quercétine (0 ; 5; 10 ; 15 ; 20 pg/mL) et les
résultats sont exprimés en milligramme équivalent Quercétine par gramme d’extrait. Les tests

ont été effectués trois fois afin de s’assurer de la reproductibilité des résultats.

IV.7. Evaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont disponibles pour évaluer l'activité antioxydante des extrais des
composés phénoliques, des huiles essentielles, des aliments et des systémes biologiques. La
plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration d'un réactif dans un
milieu réactionnel. Dans ce contexte, le pouvoir antioxydant des extraits et des huiles

essentielles de la partie aérienne de la plante Teucrium polium L a été realise par les méthodes :

1V.7.1.La méthode au DPPH

® Leprincipe du pouvoir du piégeage du radical DPPH"
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La méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) est la plus
simple a réaliser [132]. Le DPPH est considéré comme un composé modele pour les radicaux

libres des produits naturels.

Le DPPH" (2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle) est un radical libre stable, di a la
délocalisation de 1'¢lectron de réserve sur la molécule entiere. Ainsi, DPPHe ne se dimérise pas,
comme c'est le cas avec la plupart des radicaux libres. La délocalisation sur la molécule DPPH’
détermine l'apparition d'une couleur pourpre, avec une bande d'absorption avec un maximum
d'environ 517nm. Lorsque DPPHe réagit avec un donneur dhydrogéne, la forme réduite
(DPPH) est générée, accompagnee de la disparition de la couleur violette [130, 133]. Par
conséquent, la diminution de I'absorbance dépend linéairement de la concentration en
antioxydant. On peut résumer la réaction de la maniére suivante:

DPPH+ (RH)n— DPPH-H+ (R)n
Ou (RH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet)

pour le transformer en diphényle picrylhydrazine (jaune).

Q NO, Q NO
d_N@NO2 + @: H — d—:@»N02 + @o
NO, Ko,

DPPH DPPH-H
W : H Antioxydant

Figure V.1 : Réaction entre le radical DPPH« et I’antioxydant pour former DPPH stable [134].

e Mode opératoire

Pour étudier 1’activité anti radicalaire des différentes concentrations de [’extrait
éthanolique de Teucrium polium L, on a opté pour la méthode qui utilise le DPPH
(diphénylpicryl-hydrazyl) comme un radical libre relativement stable, selon le protocole décrit
par Meriga, B., et al 2012 [135].

Pour la solution d’extrait éthanolique (E1), 200pL de (E1) de la plante a différentes
concentrations (0 ; 20 ; 40; 50 ; 70 ; 90 ; 100 pg/mL) a été ajouté a 800uL de la solution de
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DPPH (0.004% préparée dans le méthanol). Paralléelement, un contrdle négatif a été préparé en

mélangeant 200uL de méthanol avec 800uL de la solution méthanolique de DPPH.

Pour I'huile essentielle, 200uL de I’huile essentielle de la plante a différentes
concentrations (0 ; 1.25; 2.5; 5; 10 ; 20 ; 40 uL/mL) ont été ajoutés a 800uL de la solution de
DPPH (0.004% préparer dans le méthanol). Parallelement, un contréle négatif a été préparé en

mélangeant 200uL de méthanol avec 800pL de la solution méthanolique de DPPH.

La lecture de 1’absorbance a été faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 517
nm aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante.

Le controle positif a été représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et
pour chaque concentration. Le pourcentage d’inhibition a été estimé selon 1’équation ci-

dessous :

A —Abs é
Pl % = (Abs controle—Abs échant) + 100

Abs controle

IV.7.2. La méthode FRAP

e Le principe du pouvoir antioxydant réducteur ferrique
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antiradicalaire. Cette
technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe)

présent dans le complexe KsFe (CN)s en fer ferreux (Fe®*) [136], de couleur bleu.
e Mode opératoire

Le pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) des extraits testés a été déterminé
selon la procédure d’AL Atki et al 2020 [137].

200uL d'extrait ont été mélangés avec 500uL de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et
500uL de ferricyanure de potassium [KsFe (CN) s] 1%. La solution obtenue a été incubée a
50°C pendant 20 minutes. Le mélange a été acidifié avec 500uL d'acide trichloracétique (TCA) a
10% qui a ensuite été centrifugé a 3000 tr / min pendant 10 minutes. La couche supérieure de la
solution (2,5 mL) a été mélangée avec 500uL d'eau distillée etl00 pL de FeCls (0,1%), et
I'absorbance a été mesurée a 700 nm (Hetachi U 5100). Le BHT était utilisee comme standard.
Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur de
I’extrait testé [122, 138].
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IV.8. Activité antibactérienne
La méthode de diffusion sur disque a été employée pour la détermination et 1’évaluation
de Il'activité antibactérienne in vitro. A cet effet, I’extrait éthanolique et I’huile essentielle ont

été testé contre plusieurs bactéries de type Gram™ et Gram'.

1V/.8.1. Souches utilisées

Dans notre étude, les souches testées sont des bactéries pathogenes, deux souches de
type Gram negatif (Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aereuginosa ATCC 9027) et
deux souches de type Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis
ATCC 6633). Toutes les souches bactériennes ont été conservées a 4-5°C dans des tubes

préalablement stérilisés et remplis de 10mL de gélose nutritive inclinée.

IV.8.2. Préparation de I’inoculum

Pour préparer 1’inoculum, 5 colonies similaires, des souches bactériennes jeunes, bien
isolées ont été prélevées a I’aide d’une anse en plastique puis transférées dans des tubes

contenant de 1’eau distillée stérile.

La suspension bactérienne obtenue a été secouée pendant 15 -30 secondes jusqu’a son
homogénéisation, afin d’avoir une turbidité voisine a celle de 0,5 Mc Farland [139], soit une
densité optique égale a 0,08 a 0,10; lue a une longueur d’onde de 625 nm correspondant a

108UFC/mL (Unité Faisant Colonie) [140].

I1VV.8.3. La technique de diffusion en milieu gélosé

Le test de la sensibilité des bactéries a été réalisé par la méthode de diffusion en milieu
gélosé, encore appelée méthode des disques [17, 141]. Dont 15mL de gélose Mueller Hinton
(MH) ont été coulés dans des boites de Pétri stériles et laissés pendant 20 minutes. Apres
solidification, 1mL de suspension bactérienne de 108UFC/ml [34], a été inoculée par inondation
sur toute la surface de gélose MH. Des disques stérile de 6mm de diametre ont été imprégnés
d’un volume de (S5pL— 10uL) [142], des concentrations croissantes de 1’extrait éthanolique (25 ;
50; 75; 100 ; 150 ; 200 ; 300; 400 mg/mL et I’extrait brut) et des concentrations croissantes de
I’HE (2,5; 5; 10; 20; 40; 80 uL/mL) ont été placés a la surface du milieu solidifié. Les boites de

Pétri sont ensuite incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.

L’effet antibactérien a été évalué par la mesure des zones d’inhibition contre le test des
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souches bactériennes [32]. Plus la zone d’inhibition est grande plus le germe est sensible [143].

Les résultats sont symbolisés par des signes suivant la sensibilité des souches vis-a-vis de
I’extrait [20].

Résistant (-) : @ <08 mm

Sensible (+) : 09<@ <14 mm

Trés sensible (++) : 15< @ <19 mm
Extrémement sensible (+++) : @>20 mm

Le test de sensibilité aux antibiotiques a été réalisé pour étudier 1’antibiogramme
standard des germes utilisés et le comparer avec I’effet de notre extrait. La sensibilité des
bactéries aux antibiotiques a ¢été appréciée selon le méme protocole qu’avec les disques de
papiers imprégnés d’extrait [143] et les antibiotiques utilisés comme composés de référence sont
: Gentamicine [61] et Tetracycline [34, 61].

Des essais témoins ont été effectués in vitro pour le DMSO pur vis-a-vis de chaque type
de souche bactérienne.

; Boite de Pétn
Ensemencement de la gélose

en nappe par Iml de I'noculum Gélose Mueller-Hinton

Dépot asceptique dun disque
imbibé de l'huile essentielle

-7 » Z : Zone d'inhibition

Croissance microbienne

Figure IV.2 : Illustration de la méthode d’antibiogramme [144].

1VV.8.4. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La détermination des CMI est faite en utilisant la méthode de micro-dilution en milieu
gélosé a partir d’une gamme de concentrations de 1’extrait éthanolique et de I’huile essentielle.
Une série de dilutions a été réalisée a partir de la solution mere (1000 mg/mL) pour ’extrait et

une solution mére (100 pL/mL de I’HE préparée dans 500 pL/mL de DMSO pur). Ces
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concentrations sont de (25 ; 50 ; 75 ; 100 ; 150 ; 200 ; 300 et 400 mg/mL) pour I’extrait
éthanolique et de I’ordre de (2,5; 5; 10; 20; 40 et 80 pL/mL) pour I’huile essentielle. .

2mL de chaque dilution sont alors incorporés a 38mL de milieu Muller Hinton. Les mélanges
sont immediatement répartis dans deux boites de pétrie a raison de 20mL par boite. Apres
solidification, 1’inoculation des géloses, contenant 1’extrait ou non (témoin), est effectuée en
surface sous forme des dép6ts de 1uL de chaque souche microbienne. Apres incubation a 35°C
pendant six jours, la croissance est comparée a celle du témoin. La CMI est définie comme la
plus petite concentration de produit pour laquelle aucune croissance bactérienne n’est visible

comparativement au témoin.

IV.9. Analyse de P’extrait par LC-MS/MS

e Le principe

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse, est une technique
analytique puissante qui combine les capacités de séparation de la chromatographie liquide (LC)
avec les capacités d’analyse chimique de la spectrométrie de masse (MS). La chromatographie
liquide (LC), consiste a dissoudre I'échantillon dans un solvant ensuite le passer a travers une
colonne contenant une phase stationnaire. Les différents composants d’un mélange interagissent
de maniere différente avec ce matériau et se déplacent a des vitesses différentes, ce qui permet
leur séparation. Apres la séparation par (LC), les composés seront analysés par spectrométrie de
masse (MS) qui fournit des informations plus précises avec 1’identification des composés basée

sur leurs masses moléculaires et leurs structures.

Cette combinaison de deux techniques de pointe offre une sensibilité élevée dans

I’identification et la quantification précises de composés dans des échantillons complexes.

e Mode opératoire

L'analyse quantitative des composés phénoliques dans l'extrait brut de T. polium a été
réalisée par LC-MS/MS (Agilent Technologies 1260 Infinity II, spectromeétre de masse Triple
Quad 6460). Une colonne Poroshell 120 SB-C18 (3,0 x 100 mm, ID, 2,7 um) a été utilisée
d'aprés Erenler et al [145].

Dans ce processus, des échantillons de 50 mg ont été transférés dans des tubes Penendorf,
puis 2 mL d'éthanol ont été ajoutés a la solution obtenue qui a été bien agitée, puis soumise a une
extraction a I'hexane, suivie d'une centrifugation a 9 000 tr/min pendant 10 minutes. De la

phase méthanolique dans la solution résultante, un volume de 100 pL a éte prélevé et dilué a
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900 uL en utilisant un mélange de 450mL d’eau et de 450mL de méthanol.

L'échantillon dilué résultant a été filtré et analysé par LC/MS-MS avec un volume
d'injection mobile constituée de 5,12mL, un débit de 0,400 mL/min, un temps de traitement de
30 minutes, de I'acide formique (0,1 %) et du formiate d'ammonium (5,0 mM) dans de l'eau A
dans du méthanol B ont été utilisés pour la phase mobile. Le programme de gradient pour la
phase mobile B a été ajusté a 25 % pendant 1 a 3 min, 50 % pendant 4 a 12 min, 90 % pendant
13 a 21 min et 3 % pendant 22 a 25 min pour la phase mobile B. La température de la colonne

était de 40°C. La tension capillaire était de 4 000 V, le deébit de gaz de nébulisation (N) était de

11 L/min et la pression était de 15 psi, la température du gaz était de 300°C.

1VV.10. Formulation des nanoémulsions

Les nanoémulsions ont été préparées par la méthode d'émulsification spontanée en utilisant
I’extrait brut comme principe actif [146]. La phase aqueuse contenant I'extrait éthanolique
dissous dans I’eau (6% m:V) a été mélangée avec la phase huileuse contenant de 1'huile oléique
et du Span 80 (10% V:V), tout en agitant avec un agitateur magnétique a 350 tr/min et chauffé a
40°C pendant 20 min pour conférer au mélange un aspect homogéne. L’émulsion a été préparée
par I’ajout du tampon phosphate pH 7,0 goutte a goutte a la phase huileuse en agitant

constamment, en continu pendant 1 h a 40°C.

IVV.11. Caractérisation des nanoémulsions

e Mesure de la distribution de taille des nanoémulsions par Dls

La taille moyenne des NEs obtenues a été mesurée par diffusion dynamique de la lumiere. Les

mesures ont été effectuées avec un granulométre de marque HORIBA (SZ-100, USA).

Les diamétres hydrodynamiques ont été calculés a partir de la fonction d'autocorrélation de
I'intensite de la lumiere diffusée par les particules. Tous les échantillons ont été dilués avec de
l'eau distillée (1: 5) (v/v) avant d’étre placés dans la cellule en verre. Toutes les mesures ont été

effectuées a 25°C.

. Potentiel zéta

Le taux de mouvement des particules sous I'influence d'un champ électrique oscillant
externe a été mesuré avec un Zéta-métre HORIBA (SZ-100, USA). Le potentiel zéta a été

calculé apartir de lavaleur de lamobilité électrophorétique.
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Tous les échantillons ont été dilues puis placés dans une cellule de type GOLD PLATING

de 6 mm de diamétre, Toutes les mesures ont été effectuées a 25°C.

o Etude de la stabilité thermodynamique des NEs

Le test de stabilité thermodynamique de la NEs a été réalisé par contrdle de la stabilité
des phases. Les NEs ont été diluées avec de 1’eau distillée (1:5) (v/v). Les différentes
formulations ont été observeées visuellement apres 24h de repos, ensuite chaque semaine pendant

un mois.

o Etudes du comportement rhéologique

Des mesures de viscosités sous cisaillement et de viscoélasticités ont été réalisées afin
de quantifier le changement du comportement d’un état liquide vers un état gel en utilisant un
rhéométre MCR302 avec une géométrie cbne- plan (un diamétre de 60 mm, un angle de 1°a T

20 °C) pour les dispersions qui sont tres visqueuses et les gels.

1VV.12. Evaluation de I’activité cicatrisante

Pour évaluer I’effet cicatrisant de 1’extrait éthanolique et la nanoemulsion élaborée a
base de I’extrait de la plante T. polium L, un modele de plaie d'excision a éteé réalisé sur 20 rats
albinos Wistar sains, issus de I’institut Pasteur d’Alger, d’un poids approximatif de 200£20g. Les

animaux ont été répartis en 4 lots égaux.

Une fois ’animal anesthésié par une injection du kétamine et d’acépromazile, il a été
placé en décubitus ventral sur la table. Il a ét¢ maintenu en position a 1’aide de ruban adhésif a
I’extrémité des membres antérieurs et postérieurs. Une surface au dos du rat a été rasée a 1’aide
d’une lame de rasoir. Cette zone a ét¢ complétement nettoyée et désinfectée par 1’alcool et le
coton et d’une solution antiseptique a base de povidone iodée (Bétadine solution ND), appliquee
avec des compresses, ensuite un cercle de 2 cm de diamétre été tracé sur la peau de la région
dorsale de chaque animal. Puis sur le lieu de I’excision marqué, un lambeau de peau a été excisé.
Il s’agit d’une excision dermique profonde. Juste apres ’intervention chirurgicale, les plaies
d’excision ont ét¢ immédiatement traitées et ont regu une application topique du produit destiné

au lot respectif :

Lot 1 : Témoin (non traité).

Lot 2 : Traité avec un médicament de référence (Cicatryl bio).
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Lot 3 : Traité par I’extrait éthanolique.

Lot 4 : Traité par la nanoemulsion a base de I’extrait éthanolique.

Les animaux ont été maintenus dans des conditions normales de 20+£1°C et d'humidité
relative 55£10% avec un cycle de 12 heures de luminosité et d'obscurité et une alimentation

normale dans des cages individuelles.

Les préparations ont été appliquées localement (par voie topique) une fois par jour par rat
jusqu’a la cicatrisation compléte de la plaie. La diminution progressive de la zone de la plaie de
chaque animal a été surveillée pendant 18 jours (les 0, 4°, 8°, 12°, 15° et 18° jours) apres la

blessure dans tous les groupes et les surfaces de la plaie ont été mesurées. [24]

La zone de la plaie a été mesurée par le logiciel imageJ sur la plaie et le pourcentage de

fermeture de la plaie a été calculé selon la formule suivante [56, 57].

zonedelaplaie au jour zéro—zonede laplaie au jour X + 100

Pfp % =

zonede laplaie au jour zéro

Pfp : pourcentage de fermeture de la plaie

X : nombre de jours

IV. 13. L’étude histologique

A la fin de I'expérience, au jour 18, les animaux ont été sacrifies. Les tissus des tranches

(la zone de peau cicatrisée et 0,5 cm de peau intacte a partir de la limite extérieure) ont été
sélectionnés pour une évaluation histologique. Des échantillons de peau ont été fixés dans du
formol a 10 % pendant 3 jours. Les tissus traités selon les procédures normales ont été
déshydratés en les faisant passer dans plusieurs bains d'éthanol. Ensuite, ils ont été décantés dans
deux bains de xylene et inclus en paraffine dans deux bains successifs a 60°C. Les blocs de
paraffine obtenus ont ensuite été decoupés au microtome, réhydratés et colorés a I'hématoxyline-
éosine et enfin montés sur une lame microscopique, pour évaluer les paramétres de ce tissu au

microscope.

IVV.14. Elaboration du patch transdermique

Le patch transdermique optimal contenant de NEs était préparé par la technique
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d'évaporation de solvant [147]. Le support a été préparé en dissolvant 2% (m/V) solution
d'alcool polyvinylique (PVA) dans de I’eau distillée. Aprés la dissolution totale du PVA, un
volume de SmL de la solution obtenue est coulé dans des boite de pétri et suivi d’un séchage a
60°C pendant 6 h. Le réservoir de médicaments est préparé en dissolvant une quantité de 2.5¢
d’Ethyle cellulose (EC) dans 25mL d’éthanol et a ét¢ mélangé avec 15% (p /p) du glycérol
comme plastifiant. 7mL de la solution obtenue a été coulée dans des boites de Pétri et elle a été
laissée sécher a ’air libre a température ambiante, des films de surfaces homogénes ont été
formés. Apres la préparation du réservoir de médicaments, 3mL des NS ont été incorporée sur
le film préparé [148]. Et enfin laissé sécher a I'air libre pendant 48 h.

IV.15. Caractérisations des patchs
V. 15.1.Caractérisations physico-chimiques des patchs

. Epaisseur

L'épaisseur des patchs a été mesurée a trois différents endroits a I'aide d'un micrometre

et les valeurs moyennes ont été calculées [149].

. Variation de poids

Les patchs ont été soumis a une variation de masse en appuyant individuellement sur les

patchs sélectionnés au hasard [148].

. Endurance au pliage

L'endurance au pliage a été déterminée en pliant plusieurs fois et au méme endroit le
patch jusqu'a la fracture, c'est une condition permettant d'indiquer que le film possede une
bonne endurance au pliage. [150].
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IV.16. Etude de la diffusion du PA par la cellule de FRANZ

e Le principe

La cellule de Franz, est un dispositif utilisé généralement pour étudier le passage de PA a
travers une membrane biologique. Elle est constituée de deux compartiments séparés par une
membrane, qui peut étre soit artificielle, soit composée de peau humaine ou animale. Le principe
actif passe du compartiment supérieur a travers la membrane vers le compartiment inférieur. Il
renferme une solution tampon, qui favorise I'hydratation et préserve I'intégrité physiologique de
la peau. La stimulation électrique est effectuée en déposant I'électrode positive sur la membrane
biologique et la masse du générateur est connectée a I'électrode négative qui est immergée dans
le compartiment récepteur par la méme ouverture que celle utilisée pour prélever les
¢chantillons. Lors de I’application du courant, un champ électrique se forme entre les deux
électrodes, ce qui entraine le principe actif du compartiment supérieur vers le compartiment

inférieur en traversant la membrane biologique.

Le prélévement régulier des échantillons permet de déterminer la quantité exacte du PA
qui traverse et pénetre la peau a tout instant. Il est a noter que la cellule de Franz est réglée a une
température de 37°C et est équipée d’un systeme d’agitation magnétique afin de garantir et

assurer I’homogénéité de la solution [75].

Principe actif

Compartiment — '\
donneur (
o

Membrane e OCuverture de

prélévement

Clrculatlon\ O) i
d'eau a 37 °C S L e
) =
K —
- ~
(@D (,/ Compartiment
W F@CEPtEUr

G Agitateur magnétique

i

Figure IVV.3 : lllustration de la cellule de FRANZ.

e Mode opératoire

On a effectué I'expérimentation en utilisant la cellule de Franz, elle a été placée dans un

bain-marie sur une plaque magnétique qui fait tourner un barreau aimanté a une faible vitesse
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(100 tr/min). Le systeme de circulation d'eau a 37°C relie a la cellule double parois, ce qui
rapproche aux conditions réelles (température du corps humain). Le volume du compartiment
receveur est de 10mL d'une solution tampon (pH=4,7). Entre le compartiment receveur et
donneur se situe la peau du rat, le compartiment donneur contient 2mL de la nonoémulsion ou
1cm? du patch transdermique. Des échantillons de 2mL ont été prélevés a des intervalles de

temps définis pendant 6 heures pour les deux préparations.

Par la suite, ces échantillons ont été analysés par spectroscopie UV-visible a 335 nm afin
de déterminer la quantiteé totale de la nanoémulsion libérée apres 6 heures dans le compartiment
receveur, ce qui correspond a la quantité qui a diffusée a travers la membrane. Cette quantité
retirée (2mL) est immédiatement remplacée par de la solution tampon neuf. Le volume retiré est
pris en considération lors du calcul. La peau déja étalée de la nanoémulsion ou en contact avec le
patch est appliquée sur I'électrode positive de 8 mm de diametre, puis I'électrode négative est
introduite dans le compartiment receveur. On connecte ces électrodes & une source de courant.
Ainsi, il est essentiel d'optimiser la durée d'application, la surface des électrodes et la densité de

courant afin d'assurer l'efficacité de I'administration et la sécurité de l'utilisateur.

1VV.17. Extraction des huiles essentielles

e Le principe de la méthode

Le procédé d’hydrodistillation est largement utilisé pour 1’extraction des huiles essentielles.
Cette méthode présente l'avantage de réduire la température de distillation, ce qui entraine la
température des composés volatils a des valeurs plus basses par rapport a la température

d'ébullition, ce qui permet d’éviter leur décomposition [12].
e Mode opératoire

Les huiles essentielles ont été extraites par le procédé d’hydrodistillation selon le protocole
de Chabane et al.2020 [152] avec quelques modifications ; 200 g de la partie aérienne de la
plante Teucriem polium L ont été introduits dans un ballon de 2 L contenant 2/3 du volume de
I’eau distillée, en utilisant I’appareil de type Clevenger. On laisse macérer pendant trois heures
afin de récupérer les huiles essentielles. Ces derniéeres seront ensuite recueillies et stockées a

une température comprise entre 4-6 °C pour une analyse ultérieure.

1IVV.17.1. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est calculé par le rapport entre le poids de I’huile

extraite et le poids de la plante séchée utilisée. Exprimé en pourcentage, le rendement est calculé
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par la formule suivante [153]:

R% =" 100
PE

PES : Poids de I’huile essentielle en g.

PE : Poids de I’échantillon séché en g.

IV.17.2. Analyse physico-chimique de I’huile essentielle

Les indices physico- chimiques ont été déterminés selon les méthodes indiquées par le

recueil de normes de I’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR).
a. Indice de refraction

e Mode opératoire

L'indice de réfraction a été mesuré a l'aide d'un réfractometre selon les normes de
AFNOR, 2000, a une température ambiante, puis corrigé a 20°C en utilisant la formule suivante
[154] :

n20 = nt + 0,00045 (T — 20°C)
Ou n2o : représente l'indice a 20°C,
nt : est I'indice a la température ambiante ou de mesure,
T : est la température ambiante ou de mesure.

b. Indice d’acide
e Le principe

L'indice d'acide évalue la qualité d'une huile ou d'une graisse en mesurant la quantité
d'acides gras libres. Un indice élevé indique une plus grande teneur en acides gras libres, ce qui
rend I'huile ou la graisse plus susceptible de rancir [155]. Ce paramétre est défini comme étant
le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire pour neutraliser des
acides libres contenus dans un gramme de 1’huile essentielle. La mesure d'indice d’acide a été
réalisée par titrage ou les acides libres ont été neutralisés par une solution d’Ethanol titrée avec
KOH.
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e Mode opératoire

1g d’huile essentielle ont été introduits dans un ballon auquel 5mL d’éthanol et 5 gouttes de
solution de phénolphtaléine comme indicateur coloré ont été ajoutés. La neutralisation a été
réalisée par la solution avec I’hydroxyde de potassium contenue dans la burette de
concentration de 0.1 mol/L. La couleur jaune clair de I’huile essentielle vire a la neutralisation
vers une couleur rose. Le volume de KOH consommé pour atteindre le point d’équivalence est

lu directement sur la burette. L’indice d’acide est exprimé par la formule :

V : Volume en mL de la solution éthanolique de KOH utilisée pour le titrage.

m : Masse en grammes de I’huiles essentielle.

c. Indice d’ester

e Le principe

Il est déterminé par hydrolyse des esters suite au chauffage dans des conditions définies,

en présence d’une solution éthanolique titrée d’hydroxyde de potassium et dosage de 1’excés

d’alcalin par une solution titrée d’acide chlorhydrique. Ce parametre est défini comme étant le
nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des esters

contenue dans un gramme d’huile essentielle.

e Mode opératoire

Dans un ballon, on introduit 1g d’huile essentielle, on ajoute 25 mL de la solution
d’hydroxyde de potassium a I’aide d’une burette, on adapte un réfrigérant et on place le ballon
sur le bain d’eau bouillante et on 1’y laisse pendant une heure. On laisse refroidir et on ajoute 20
mL puis 5 gouttes de solution de phénolphtaléine comme indicateur coloré, on titre I’exces
d’hydroxyde de potassium avec une solution d’acide chlorhydrique. L’indice d’ester est

exprimé par la formule :

28.05
IE =
m(Vo—V)—1IA
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VO : le volume en millimétre de la solution d’acide chlorhydrique dans le test blanc.
V : Volume en millimétre de la solution KOH utilisée.
m : Masse en grammes de I’huile essentielle.

IA : la valeur d’indice d’acide

IV.17.3. Analyse par chromatographie GC/MS

L’huile essentielle récupérée a été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a
la spectroscopie de masse (CG/MS), réalisée en mode rapide, avec la méme colonne et les
mémes conditions opératoires utilisées pour 1’analyse GC, logiciel d’exploitation GC-MS,
solution version 1.02 de marque Shimadzu modelel7-A. Les conditions chromatographiques
pour réaliser 1’analyse sont citées ci-dessous :

Colonne capillaire RTx-5Ms (15 mm x 0,25 mm x 0,25um, hélium comme gaz porteur
(1 mL/min). Injection en mode fractionné (1:200), volume injecté 1uL (4 %d’huile essentielle/
Acétate v/v), température de I’injecteur 250°C. Vitesse linéaire dans la colonnel9cm/sec. La

température du four a été maintenuea70°Cpendant5minutes puis a 250 °C pendant 10 minutes.

e Identification des composés dans I’huile essentielle

L’identification des différents constituants a été réalisée a partir de leurs spectres de masse
en comparaison avec ceux des références (composés standards de la banque de données
informatisées) [156]. Aussi, elle a été confirmée par la comparaison entre 1’indice de rétention

expérimenté et I’indice de la littérature [157].

1VV.18. Formulation des nanoémulsions

La nano-émulsion a base de I’huile essenticlle a été produite avec la méthode
d’homogénéisation a 1’aide d’un ultra-turrax selon e protocole d’Al-Otaibi et al 2023
[159] avec quelques modifications, en utilisant le Tween 80 comme tensioactif et du Glycerol
comme co-tensioactif. Dans un bécher, nous mélangeons une quantité de 90.31g d'eau distillee
avec 0.99¢g de I’huile essentielle et 7.5g de Tween 80 et a ’aide d’un mélangeur Vortex a une
vitesse de 3000 tr/min pendant 10 min et chauffées a 60 °C, Par la suite, on ajoute au mélange
final une quantité du 1.24g du glycérol, ensuite il a été homogénéisé avec un ultra-turrax a
7000tr/min pendant 30 min.
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1VV.19. Caractérisation des nanoémulsions

e Mesure de la distribution de taille des nanoémulsions par Dls

La distribution de taille, a été déterminée a l'aide d’un appareil de mesure de taille de
particules a diffusion dynamique de la lumiére (HORIBA SZ-100 USA). Les NE de T polium.
L ont été dilués avec de 1'eau distillée (0.5 :125) (v/v) avant d’étre placés dans la cellule en

verre et les tailles mesurées a 25 °C.

e Potentiel zéta

Le potentiel zéta et I'indice de polydispersité (Pl) ont été mesurés avec un Zéta-métre
HORIBA (SZ-100, USA) et ont été calculés a partir de la valeur de la mobilité électrophorétique.
Tous les échantillons sont été dilués puis placés dans une cellule de type GOLD PLATING

de 6 mm, toutes les mesures ont été effectuées a 25°C.

e Etude de la stabilité thermodynamique des NEs

Le test de stabilité thermodynamique de la NEa été réalisé en observant d’éventuelles
séparations de phases ou des précipitations. Les NE ont été diluées avec de ’eau distillée
(0.5:125) (v/v). Les formulations ont été observées visuellement apres 24h de repos ensuite

chaque semaine pendant un mois.
e Etude du comportement rhéologique

L’¢étude rhéologique de NEs a ¢été réalisée a I’aide d’un rhéometre compacte modulaire
(MCR302). La rhéologie permet donc une mesure macroscopique de la force nécessaire pour
vaincre les résistances a 1’écoulement, ainsi d’évaluer la stabilité et la facilité de prise au moment
de I’emploi. La détermination de la courbe d’écoulement permet de faire ressortir des paramétres

caractéristiques qui sont susceptibles de refléter 1’état mécanique des NEs.

IVV.20. Elaboration du patch a libération transdermique

Des films ont été élaborés par la technique d'évaporation du solvant. Différentes
solutions de biopolymeres de volumes 20mL ont été préparées. Pour ce faire, au départ, une
quantité de 5% (m/V) de la Carboxyméthylecellulse (CMC), une quantité de 2.5% (m/V) de la
gélatine (Gel) et une quantité de 5% (m/V) du PVA ont été solubilisés séparément sous faible
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agitation dans de l'eau distillée a 80, 35 et 90°C respectivement. Ensuite, les solutions ont été
laissées au repos pendant toute une nuit, afin d'éliminer les bulles dair formées lors des
différentes solubilisations.

Puis, dans un ballon de 100mL, les ingrédients ont été additionnés simultanément sous
agitation rigoureuse, pendant 30 minutes et a une température ambiante. 7mL de la solution ainsi
obtenue a été coulée dans des boites de Pétri et elles sont eté laissées sécher a I'étuve a 40°C

pendant 24 heures. Des films de surfaces homogénes ont été formés.

Un volume de 3mL des NEs préparées ont été incorporées dans les films séchés et en fin

laissés secher a l'air libre pendant 48 h.

IV. 21. Caractérisations des patchs

IV.21.1. Caracteérisations physico-chimiques des patchs

e Epaisseur
L'épaisseur des patchs a été mesurée a trois différents endroits a lI'aide d'un micrometre et

les valeurs moyennes ont été calculées [149].

e Variation du poids
Les patchs ont été soumis a une variation de masse en pesant individuellement des

patchs choisis au hasard [148].

e Endurance au pliage

L'endurance au pliage a été déterminée en pliant plusieurs fois et au méme endroit le
patch jusqu'a la fracture ou bien jusqu'a ce que le nombre de plis atteigne 500 fois, c'est une
condition permettant d'indiquer que le film posséde une bonne endurance au pliage. Le nombre
de fois ou le film a pu étre plié au méme endroit sans se casser/se fissurer donne la valeur de

I'endurance au pliage [150].

IVV.22. Etude de la diffusion du PA par la cellule de FRANZ

Les études de diffusion du PA par la cellule de Franz ont été réalisé en utilisant le méme
protocole pour les naoémulsions et les patchs a base d’extrait éthanolique, cette étude de
diffusion a été réalisée a des intervalles de temps définis (4 et 6 heures) pour la nanoémulsion et
pour le patch respectivement. Ensuite les échantillons prélevés sont analysés par spectroscopie
UV-visible a 225 nm pour savoir la quantité qui a été diffusée a travers la membrane biologique

(la peau du rat).
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1VV.23. Activité cicatrisante

Afin évaluer I’effet cicatrisant de 1’huile essentielle de la plante Teucurium polium L,un
modele de plaie d’excision a été réalisé sur 12 rats Wistar sains, issus de l’institut Pasteur
d’Alger d’un poids approximatif de 200 + 5 g. Le méme protocole suivi pour I’évaluation de

I’activité cicatrisante de 1’extrait éthanolique et la nanoémulsion élaborée a base de I’extrait de T.
polium est réalisé pour I’HE.
IV.24. Etude histologique

A la fin de I'expérience, au jour 18, les animaux ont été sacrifiés et le protocole réalisé

est identique a cel utilis€ pour la naoémulsion et le patch transdermique a base d’extrait

éthanolique.
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Chapitre V Reésultats et discussion

V.1. Rendement de P’extrait

L’extrait éthanolique a été obtenu par méthode soxhlet, I’opération a abouti a un résidu sec

d’une couleur verte foncée, d’odeur caractéristique prononcée et d’un aspect Visqueux.

Le rendement a été¢ déterminé a partir du poids de 1’extrait brut obtenu par rapport au poids
de la plante séche. En termes de rendements d’extraction, I’extrait éthanolique de la plante
Teucrium polium L a présenté une valeur importante de 1’ordre de 20.6 %. En comparant ce
résultat avec ceux obtenus par d’autres méthodes différentes et avec d’autres solvants de
polarités différentes, il a été noté que la macération avec 1’acétate d’éthyle a donné un rendement
compris entre 3.7-3.74% dans I’é¢tude de Hammoudi [30] et de Fettah [141] respectivement, le
rendement de 1’extrait aqueux obtenu par Fertout-Mouri est de 5.3% [17], L’étude effectuée par
Malki a donné un rendement de 14% et 15.8% [42] pour I’extrait éthanolique de la plante
récoltée a Sétif et a Biskra respectivement, un rendement de 15.6% obtenu par Ansari pour un
extrait méthanolique de la plante Teucrium polium L récolté en Iran en utilisant la méthode de
percolation [43].

D’une maniére globale, le rendement varie en fonction de plusieurs parametres
d’extraction : la température, le temps, la nature du solvant et la technique d’extraction, de la
taille des particules et le coefficient de diffusion du solvant [17] d’une part, et d’une autre part il
est également lié a la saison de récolte, la distribution géographique, et le temps de séchage de la
plante [160, 161].

V.2. Criblage phytochimique

La détection des composés chimiques a été basée sur les réactions de coloration
(changements de couleur) et les réactions de précipitation par des réactifs spécifiques de chaque

groupe de composés.

Le criblage phytochimique réalisé, nous a permis de mettre en évidence la présence des
grandes familles des composés chimiques au niveau des tissus végetaux de la plante Teucrium
polium L et les résultats ont été consignés dans le tableauV.1.

Ce test phytochimique a montré la présence des saponosides, alcaloides, polyphénols,
flavonoides, tanins, composés réducteurs, terpénoides, quinones, coumarines et les huiles
essentielles, ces résultats sont similaires a ceux de Hammoudi [30] et Abdollahi [38] et sont
aussi en concordance avec ceux de Ansari [56], Asghari [50], Malki [162] et Venditti [163].
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Ce test a révélé aussi I’absence de certaines substances bioactives tel que les anthocyanes et
anthraquinones libres.

D’apres les résultats obtenus, nous avons déduit que la plante étudiée, est riche en
métabolites secondaires, dans laquelle la présence des composants particuliers dans 1’extrait de
cette plante joue un réle majeur et tres important dans les propriétés thérapeutiques et biologiques
[135, 164], tellles que I’activité antioxydante et cicatrisante. Pour cette raison, plusieurs
chercheurs ont donné un intérét et une attention particuliere a cette plante. Le tableau suivant
illustre ces résultats

(+) Résultat positif : abondant ; (-) Résultat négatif : absent

TableauV.1.Résultats de screening phytochimique de la partie aérienne de Teucrium polium L

Les composants phytochimiques Résultats
Saponosides +
Alcaloides +
Polyphénols +
Flavonoides +
Flavonoides Flavonoides libres +
Anthocyanes )
Tanins galliques
+
Tanins
Tanins catéchiques
+
Composés réducteurs +
Anthraquinones Libre -
Terpéenoides +
Quinones +
Coumarines -
Huiles Essentielles +
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V.3. Dosage des polyphénols totaux

La concentration en polyphénols a été déduite a partir de la gamme de la courbe
d’étalonnage établie avec un polyphénol standard ; acide gallique et les valeurs obtenus ont été

exprimées en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait du matériel végétal.

Les résultats de la courbe d’étalonnage d’acide gallique sont présentés sur la figure V.1.

Gallic acid
Y =0.004752*X -0.09629

R? = 0.9683
1.0 5
[ ]
& 0.5
-
A
= .
oy
4 0.0
S50 100 150
Concentration(pg/mL)
0.5 -

Figure V. 1 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les résultats du dosage ont montré que I’extrait éthanolique des parties aériennes de la
plante Teucrium polium L est riche en polyphénols avec une teneur de 1’ordre de 227.43mg

eq.a.gallique/g d’extrait.

La concentration des phénols totaux dans notre extrait s’est avérée supérieure a celles
trouvées par Goulas, 164 mg eq.a.gallique/g d’extrait et 144 mg eq.a.gallique/g d’extrait dans
I’extrait aqueux et méthanolique respectivement [167]. De méme les valeurs du dosage des
polyphénols de I’extrait éthanolique mesurées par EI Atki et par Ardestani ont été estimées a
112.27 + 475 mg eq AG/g d’extrait et 180.2 = 7.5 mg eq.a.gallique/g d’extrait [49, 137]
respectivement, valeurs inférieures a celles obtenues lors de cette présente étude qui est beaucoup
plus élevee que les teneurs notées aussi par Hammoudi et El Atki, 89.05 + 0.5mg eq.a.gallique/g
d’extrait et 4.38 £ 0.12 mg eq.a.gallique/g d’extrait respectivement dans les extraits d’acétate
d’éthyle [30, 137].

D’aprés cette recherche, on a déduit que le contenu polyphénolique varie qualitativement et
quantitativement d’une plante a 1’autre [136] et cela dépend de la méthode d’extraction et la nature
de solvant [122, 133], entre autres

61



Chapitre V Reésultats et discussion

la polarité de ce dernier utilisé dans ’extraction [168]. La période de récolte et le stade de

développement de la plante peuvent influencer sur la composition en polyphénols totaux [136].

V.4. Dosage des flavonoides totaux

L’évaluation du taux des flavonoides totaux de I’extrait éthanolique de la partie aérienne a

été réalisée par la méthode de Trichloride d’alumnium (AICl3) [122].

Les concentrations en flavonoides ont été déduites a partir de la gamme de la courbe
d’étalonnage établie avec le standard quercétine (0 ; 20 ug/ml) et les résultats ont été exprimés en

milligramme équivalent quercétine par gramme d’extrait.

Quercetin
Y=0.04002*X + 0.004000
1.0 R? = 0.9964
0.8
£ 0.6 -
g
e D.4
=
0.2
0.0

I 1
0 =] 10 15 20 25

Concentration(pg/mL)

Figure V.2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine

Les teneurs en flavonoides totaux ont révélé que 1’extrait éthanolique des parties aériennes

de la plante Teucrium polium L renferme une teneur de 20.78 mg eq Quercétine/g extrait.

La valeur du dosage des flavonoides enregistrée dans notre étude s’est avérée inférieure a
celle mesurée par El Atki est de 174.54mg eq Rutine/g d’extrait pour 1’extrait éthanolique d’une
espece marocaine [137], de méme la teneur trouvée par Chabane a été estimée a 24.43+0.01mg
eq querceétrine /g extrait pour un extrait méthanolique d’une espéce Algérienne [169], valeur
élevée par rapport a notre résultat, et pour un extrait similaire mais avec une espéce Tunisienne,

Aouadhi [170] a trouvé une trés faible valeur égale a 2.67 mg eq catéchine /mL.

Selon les données de la littérature, la concentration en flavonoides dans 1’extrait de la plante

dépend de la polarité des solvants utilisés dans la préparation d’extrait [171], la région de
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provenance [172] et le type de standard utilisé qui peut avoir une influence majeure sur
I’exactitude des résultats (quercétine, catéchine, rutine) [168, 173].

V.5. Evaluation de I’activité antioxydante

V.5.1.La méthode de DPPH

L’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique du Teucrium polium L et de ’antioxydant

standard ; I’acide ascorbique vis-a-vis du radical DPPH.

A oy

I + Antioxydant -OH ———» I

+ Antioxydant-O.
Ne. NH

NO, NO; NO; NO,

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure V. 3 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [130].

La capacité de réduction a été déterminée par une diminution de la concentration du radical
libre et ¢également I’absorbance au cours du temps de réactions jusqu’a 1’épuisement de

I’antioxydant donneur d’hydrogene [130, 166].

T T T T T
o 20 40 &0 80 100
Concentration (ug/mil)

Figure V. 4 : Pourcentage d’inhibition de 1’extrait éthanolique.
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Figure V. 5 : Pourcentage d’inhibition de 1’acide ascorbique.

Tableau V. 2 : Activité antioxydante exprimée par 1’ICso (ug/ml)

Echantillons ICs0 (ug/ml)

Extrait éthanolique 65

Acide ascorbique 12.5

Le pourcentage d’inhibition (ICso) calculé a partir des courbes des figures V.4 et V.5 et les
valeurs présentées dans le tableau V.2 était de I’ordre de 65 pg/mL pour I’extrait éthanolique de

I’espéce Teucrium polium L et 12.5 pg/mL pour 1’acide ascorbique.

D’apres ces résultats, on a observé que le pourcentage d’inhibition de ’acide ascorbique était
supérieur a celui de I’extrait éthanolique pour toutes les concentrations. Il a été démontré que les
molécules antioxydantes telles que 1’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins

réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogene [130, 138].

L’activité antioxydante vis-a-vis du radical DPPH de ’extrait obtenu a partir de 1’espéce
Teucrium polium L ayant différentes origines géographiques s’est avéré inférieure a celle de
notre espece. Des études ont trouvé que ’activité antioxydante la plus élevée a été enregistrée
pour les extraits obtenus avec des solvants polaires. [137]

Des travaux de Sharififar et de Aouadhi sur I’espéce Teucrium polium L cultivée en Iran
et en Tunisie ont révélé un IC50 de I"ordre de 20.1+1.7 pg/mL et 21+£0.5 pg/mL respectivement
pour I’extrait méthanolique [26, 170].

Panovska et Ardestani ont trouvé des valeurs d’IC50 de 1’ordre de 10.0mg/mL et
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9.8ug/mL en étudiant ’effet antioxydant de I’extrait a I’acétate d’éthyle de I’espéce Teucrium
polium L provenant de Macédoine et d’Iran [49, 176] respectivement.

En effet, Ardestani et El Atki, ont trouvé que 1’extrait éthanolique de Teucrium polium L
d’Iran et de Maroc, présente une valeur d’IC50 de 48.9 ug/mL et 0.397 = 0.042 mg/mL [49, 137]
respectivement.

Ces ¢tudes ont montré que les extraits de 1’espéce Teucrium polium L, sont riches en
composes phénoliques, ces métabolites secondaires contenus dans les extraits sont probablement
responsables de I’activité antioxydante [130, 138]. Selon d’autres recherches, cette activité est
proportionnelle aux résultats des dosages des polyphénols et flavonoides totaux, c'est-a-dire
I’extrait avec un contenu polyphénolique plus élevé a montré une activité antiradicalaire plus
¢levée. Elle est aussi liée a la polarité des solvants d’extraction [10, 170, 172]. Les études de El
Atki et de Popovici ont confirmé également la corrélation entre la teneur en composés phénoliques

et ’activité anti-radicalaire [137, 177].

V.5.2.La méthode de FRAP

La méthode du pouvoir réducteur est utilisee pour déterminer la capacité antioxydante par

la mesure de la réduction de I’ion ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe?*).

2,0 H

-
4]
|

Absorbance a 700 nm
5

o
[§)]
I

0.0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentration (mg/ml)

Figure V.6 : Pouvoir réducteur de I’extrait éthanolique.
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Figure V. 7 : Pouvoir réducteur du BHT.

Tableau V. 3 : Pouvoir réducteur exprimee par 1’ICso (mg/ml)

Echantillons ICso0 (mg/ml)
Extrait éthanolique 21
BHT 0.108

D’aprés les figures V.6 et V.7, I’augmentation de 1’absorbance est proportionnelle a

I’augmentation de la concentration.

Les résultats obtenus et enregistrés dans le tableau V.3 ont montré que 1’extrait
éthanolique de la plante Teucrium poliumL possede une capacité pour réduire 1’ion ferrique
(Fe**), avec une valeur d’ICso égale & 21 mg/mL, mais ce pouvoir réducteur a été inférieur a celui

de I’antioxydant synthétique BHT qui a enregistré une valeur d’ICso égale a 0.108 mg/mL.

Des études antérieures évaluées Teucrium polium plusieurs fois et elles ont montré que

cette espece a un pouvoir réducteur trés puissant [137, 178].

L’ICso enregistré par EL Atki [137] est de 0.193 + 0.006 mg/mL pour I'extrait
méthanolique et 0.381 £ 0.009 mg/ml pour I'extrait éthanoliquede T. polium subsp.aurum, ces
valeurs possédent des pouvoirs réducteurs superieurs a celle trouvé au cours de cette étude.
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Khaled-Khouja [178] a trouve un ICso de 414.65 mg AAE/g extrait pour I’extrait méthanolique de
T. polium, cette valeur a montré un pouvoir réducteur inférieur que le pouvoir réducteur
enregistré a notre étude. L’évaluation de ’activité antiradicalaire par Dridi [179] dans 1’extrait
méthanolique donné une ICso égale a 32ug/ml, cette valeur a été révélé un pouvoir réducteur

largement supérieure aux résultats obtenus a notre recherche.

Les extraits a fort pouvoir réducteur doivent avoir une valeur ICso faible. Cela est
interprété par la richesse de cet extrait en composés phénoliques [168]. C’est-a-dire le pouvoir
réducteur de 1’espece Teucrium polium L est probablement di a la présence de groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’¢lectron [138]. On
peut déduire alors de ce test que les polyphénols notamment les flavonoides jouent un rdle trés
important dans la chélation des métaux de transition impliqués dans la réaction de Fenton
(formation de radicaux hydroxyles résultant de la réaction du fer avec le peroxyde d’hydrogéne)

[168].
V.6. Evaluation de P’activité antibactérienne

La détermination de la zone d’inhibition permet une estimation du caractére de sensibilité
ou de résistance de la souche bactérienne vis-a-vis de I’extrait testé. Les diameétres des zones

d’inhibition sont mesurés par une régle, apres 24 h d’incubation.

Tableau V.4 : Diamétres (mm) des zones d’inhibition induite par 1’extrait

Souches bactériennes Extrait (mg/ml) Référence
Extrait 400 300 200 150 100 75 50 25 Tétracycline| Gentamicine
brut

Bacillus subtilis ATCC 15 14 13 10 09 07 07 06 06 14 25

6633

Staphylococcus 20 11 11 10 09 09 09 O07 07 19 29
aureus ATCC 6538

Pseudomonas 16 11 10 09 09 09 06 06 06 25 24
aeruginosa ATCC

9027

Escherichia 10 10 10 09 08 08 06 06 06 21 27

coli ATCC 8739

Les résultats consignés dans le tableau V.4 ont montré que 1’extrait brut exprime une efficacité

importante sur S aureus et P. aeruginosa avec des diameétres élevés des zones d’inhibition (20 mm

et 16mm) respectivement. 1l possede un large spectre d’inhibition car son activité inhibitrice
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couvre aussi bien les bactéries Gram négatif que les Gram positif. La zone d’inhibition mesurée
par la référence tétracycline contre S aureus (19 mm) est inféricure a celle mesurée pour 1’extrait
brut (20 mm), mais cette référence posséde toujours une zone d’inhibition plus élevée
comparativement aux zones d’inhibition trouvées pour les différentes concentrations contre toutes
les souches bactériennes comme I’indique le tableau V.4, en revanche pour le diamétre trouve par
la référence Gentamicine contre S. aureus est plus élevé (29 mm) par rapport aux zones
d’inhibition trouvées pour toutes les concentrations de 1’extrait et I’extrait brut.

Les différentes concentrations par contre ont agi différemment sur les souches testées.
Leur action est variable, intéressante sur S. aureus (13 mm) a 300 mg/ml et intermédiaire sur S.
aureus, P. aruginosa et E. coli (11mm, 11mm et 10 mm) respectivement a 400 mg/ml. Cette
variabilité d’efficacité de I’extrait peut dépendre de sa composition chimique. Elle peut étre
également lié a la polarité des substances bioactives, I’effet de ces substances serait lié aux
conditions de séchage et de broyage de la plante et dépend également de plusieurs facteurs dont le

mode d’extraction et la concentration en principes actifs [17, 180, 181].

L’étude antibactérienne de la plante Teucrium polium L a fait apparaitre une efficacité
remarquable sur les différentes souches bactériennes utilisées (Gram positif ou négatif). Cet effet
est d0 aux métabolites secondaires tels que les composés phénoliques qui sont présent dans
I’extrait et il a été attribué¢ également a la présence des flavonoides qui sont réputés pour leurs

effets antibactériens [30].

Pour ce qui est de CMI, une concentration de 50 mg/mL a été enregistrée avec B. subtilis et

S. aureus et 75 mg/ml pour P. aruginosa et E. coli.

V. 7. Analyse par LC-MS/MS de I’extrait éthanolique

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) a été
utilisée pour analyser I'extrait brut de T. polium afin de détecter ses composants phytochimiques
(Figure V.8 et TableauV.5). Cette technique avancée permet d'analyser en détail les composés
phénoliques présents dans l'extrait veégetal, offrant ainsi une vue d'ensemble détaillée des

métabolites présents dans cette ressource végétale.
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Figure V.8 : Chromatogramme d'extrait éthanolique de T. polium L.

TableauV.5 : Analyse LC-MS/MS de I’extrait éthanolique de T. poliumL.

Composant TR (s) guantité mg/g d’extrait
Hydroxybenzaldehyde 7.8004 0.0028 mg/g extrait
Acide Synergique 8.5063 0.255 mg/g extrait
Acide p-coumarique  9.70736667 0.0076 mg/g extrait
Acide Salicylique 9.82075 0.028 mg/g extrait
Acide férulique 10.2212167 0.022 mg/g extrait
Protocatehuicethyl ester ~ 11.5255667 0.003 mg/g extrait
Rutin 11.5043 0.066 mg/g extrait
Isoquercitrin 11.5532833 0.045 mg/g extrait
Quercetin-3-D-xyloside  12.0633333 0.038 mg/g extrait
Fisetin 13.2768 0.002 mg/g extrait
Quercetin 14.1836667 0.005 mg/g extrait
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Parmi les polyphénols présents dans I’extrait et mentionnés dans le tableau V.5,
I'nydroxybenzaldéhyde qui se démarque des autres avec une concentration significative de 0,0028
mg/g d'extrait végétal et un temps de rétention (RT) de 7,8004 s, suggérant un réle potentiel dans
la protection contre le stress oxydatif et une éventuelle implication dans les mécanismes de
défense cellulaire. L'acide syringique (RT : 8,5063) se distingue par une concentration importante
de 0,2549 mg/g, suscitant un intérét particulier en raison de ses potentielles propriétés anti-
inflammatoires. De méme, 1’acide p-coumarique (RT : 9,7073) et I’acide salicylique (RT : 9,8207)
présentent des concentrations détectables, impliquant leur implication dans des voies
métaboliques spécifiques de la plante. L’analyse détaillée met également en évidence 1’acide
trans-férulique (RT : 10,2212) et Protocatechuic acide éthyle ester (RT : 11,5255) en tant que
composes phenoliques distincts, chacun contribuant de maniére unique a la palette métabolique.
L'acide transférulique, reconnu pour ses propriétés protectrices contre les rayons UV, et l'ester
éthylique de Protocatehuic, a la structure particuliére, pourraient potentiellement offrir une

biodisponibilité améliorée, ouvrant la voie a des applications en pharmacologie.

La catégorie des flavonoides ajoute une dimension remarquable a la composition, révélant
des concentrations variables allant de 0,0020 mg/g a 0,0659 mg/g pour des composés tels que la
rutine (RT : 11.5043), I'isoquercitrine (RT : 11.5532), la quercétine-3-D- xyloside (RT : 12,0633),
fisétine (RT : 13.2768), et quercétine (RT : 14.18366667). Cette variabilité souligne la diversité
fonctionnelle de ces composés au sein de la plante.

Cette analyse LC-MS/MS fait la distinction entre les polyphénols et les flavonoides dans
I'extrait végétal étudié, offrant une perspective compléte sur sa complexité chimique. Les
polyphénols identifiés, dont I'hydroxybenzaldéhyde, l'acide syringique, l'acide p-coumarique,
I'acide salicylique, l'acide trans-férulique et l'ester éthylique de protocatehuic, contribuent a
enrichir la complexité biochimique de la plante. D'autre part, les flavonoides, notamment la rutine,
I'isoquercitrine, la quercétine-3-D-xyloside, la fisétine et la quercétine, ajoutent une dimension
supplémentaire en offrant des bienfaits potentiels pour la santé. Ces résultats mettent en lumiere la
diversité des composés phénoliques présents dans la plante étudiée, fournissant une base solide
pour des recherches plus approfondies sur leurs propriétés bioactives et leurs applications

potentielles dans des domaines tels que la médecine, la nutrition et la pharmacologie.

L'approche analytique utilisée fournit une méthodologie robuste pour la caractérisation
précise et détaillée de la composition phénolique des extraits de plantes, ouvrant de nouvelles

perspectives pour comprendre les composeés bioactifs et leurs implications pour la santé humaine.
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Dans cette partie, on discutera les principales caractérisations des nanoémulsions ensuite

I’évaluation de ’activité cicatrisante.

V.8. Caracteérisation des nanoémulsions
e Mesure de la distribution de taille, potentiel zéta et ’indice de polydispersité des
nanoémulsionspar Dls
La connaissance de la taille moyenne des gouttelettes peut aider a prévoir les tendances et
les caractéristiques d'arrangement, et savoir si ces gouttelettes vont se disperser ou floculer donc
on peut dire que la dimension des gouttelettes de la phase dispersée conditionne la stabilité de la
dispersion.

La taille moyenne des gouttelettes, I'indice de polydispersité et le potentiel zéta des

nanoémulsions déterminés par DLS, sont présentés dans le tableau V.6.

TableauV.6 : Les donnees de I'analyse de la taille des particules, de I'indice de polydispersité (PI)

et du potentiel zéta de nanoémulsion.

Taille des Indice de Potentiel zéta
gouttelettes polydispersité (mV)
(nm) (IP)
Nanoémulsion d’extrait éthanolique 420 0.339 53.2

Les résultats obtenus oont montré que la nanoémulsion formulée avec I’extrait de 1’espéce
étudiée présente une taille de particule <100 nm (taille trés faible et uniforme), ce qui rend ce
nanosystéme plus soluble par rapport aux émulsions, on peut dire que plus la taille des particules
est petite, plus la surface de contact de la structure augmente, de sorte qu'elle accélére sa solubilité
[146]. L’indice de polydispersité révele une valeur inférieure a 0,5. Cette derniére, nous a permis
de déterminer le degré de stabilité et d’homogénéité dans les différents milieux, dans notre cas le

PI<1, ce qu’indique que notre distribution est monodispersee, il est donc relativement stable.

Dans notre étude, une valeur de potentiel zéta beaucoup plus élevée a été obtenue (+53.2
mV) implique qu'une stabilité plus élevée a été atteinte pour la nanoémulsion d’extrait éthanolique
car il a été rapporté que la nanoémulsion ayant des valeurs de potentielles zéta supérieurs a +30 mvV

ou inférieures a -30 mV présentent un systeme colloidal stable de sorte que de grandes
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charges de particules peuvent empécher I'agrégation des particules en fonction des forces de

répulsion électrostatique [182].

e Etudes de stabilité thermodynamique des NE

Les nanoémulsions formulées a base de 1’extrait éthanolique du Teucruim polium L ne
contiennent aucun conservateur; L’étude de leur stabilité a été effectuée a température ambiante
en observant visuellement leurs apparences et aspects. Apres 24h, ce test de stabilité a montré
que les NEs de I’extrait de T polium L étaient stable. Aprés 14 jours, les nanoémulsions laissées a
I’air libre n’ont montré aucun changement dans leurs structures et sont restées toujours bien
homogenes, ce qui confirme de plus que la formation de nanoémulsions plus stables est liée a la

taille des gouttelettes obtenues.

Au cours de la 3*™ semaine, les diamétres des gouttelettes ont commencé a augmenter
sensiblement pour finir par I’apparition de deux phases a la fin de la 4°™ semaine. Cette instabilité
est influencée par la teneur en acides gras insaturés. Ces derniers sont plus facilement oxydés a
température ambiante que les acides gras saturés. La turbidité ou la sédimentation a endommagé la
nanoémulsion dans laquelle l'huile n'est plus enveloppée de tensioactifs, ¢’est pour cette raison
qu’on suggere I’amélioration de la formulation par des excipients qui contribuent a avoir une

meilleure stabilité [182].

e Etude rhéologique

Afin de mesurer la viscosité des nanoémulsions, on a eu recours a des mesures de

paramétres rhéologiques. Le suivi de la viscosité et de son évolution dans le temps et I’examen de

son comportement rhéologique, permet de mettre en évidence si I’émulsion est suffisamment

visqueuse «collable» ou facile a s’étaler, selon [’usage envisagé [183].

e a. Test de viscoélasticité

Pour déterminer les modules G' (compartiment solide) et G" (compartiment liquide) a basse
fréquence, caractéristique des nanoémulsions, 1’étude de la dépendance de ces modules du taux de
cisaillement (exprimée en s?) a été réalisée. Les résultats en régime harmonique pour les

nanoémulsions sont représentes sur la figureV.9
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Figure V.9 : Comportement viscoélastique de la nanoémulsion pour une fréquence f=1Hz.

La zone LVE donne la valeur du module G’ qui décrit un plateau pour les faibles
déformations. Lorsque le module élastique G’ est supérieur au module visqueux G’’ dans la zone
LVE de 0,001 a 3,29 % et G’>1 Pa (6,92 Pa), justifie bien que notre dispersion est viscoélastique,
au point de croisement G’=G’’, la valeur de déformation ou contrainte seuil représente une valeur
de déformation suffisante pour désorganiser les particules et modifier le réseau de particules
connectées et obtenir un comportement liquide. La valeur de la contrainte seuil y est alors égale a
5,3% a 2 Pa. Au-dela de cette valeur, pour des déformations élevées, le comportement liquide
domine, le module visqueux G’’ est plus élevé que le module élastique G’. Une décroissance en

fonction du taux de cisaillement caractéristique des fluides non Newtoniens a été observée.

e b. Test de fréquence
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Figure V.10 : Test de fréquence (stabilité) de la nanoémulsion pour une fréguence
£=0,01-100 Hz.
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Les résultats de la stabilité des nanoémulsions sont représentés sur la figure V.10. lls
montrent qu’entre 100 - 2,51 Hz, G’>>G’ donc la formulation est visqueuse dans cette partie. A
partir de 2,51Hz jusqu’a 0.01 Hz (a basse fréquence) : G’>G’’ dans la zone LVE donc le produit
devient élastique dans cet intervalle. On remarque que le module visqueux élastique reste constant
et ne dépend pas a la variation de la fréquence, et dela, on peut conclure que méme avec

changement de la fréquence, le produit reste stable.

e . Test d’écoulement
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Figure V.11 : Test d’écoulement de nanoémulsion sur pour un cisaillement 0.001-1000 .

La courbe montre 1’évolution de la viscosité (Pa .S) et la contrainte de cisaillement (Pa) en

fonction du taux de cisaillement ens™'. On constate que plus le taux de cisaillement est élevé de

0.001 a 10007, plus la contrainte de cisaillement augmente jusqu'a atteindre 100 Pa, elle est
compensée par une réduction de la viscosité de 3 a -0,2 Pa.

A partir de ces résultats, on peut dire que plus la viscosité est faible, plus la vitesse de
pénétration des substances actives est plus rapide et facile, ce qui augmente la mobilité des
principes actifs. On conclue que la viscosité des nanoémulsions affecte de maniere significative la

libération des ingrédients actifs.
V.9. Evaluation de I’activité cicatrisante

L’effet cicatrisant a été évalué sur des plaies traitées avec I’extrait du T. polium L (ETPL),
la nanoemulsion a base de I’extrait (NES) et comparé avec la creme de référence Cicatryl bio et

sur les plaies non traitées (Témoin). La progression de la régression des plaies est suivie chaque
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quatre jour par détermination de leur pourcentage de rétraction. Les résultats sont rapportés sur le
tableau V.7.

Les observations des plaies durant la premiére semaine ( de J4 a J8), indiquent que les
groupes traitées par I’extrait du Teucrium polium L n’ont pas montré une diminution significative
de taille par rapport au lot traité par la creme Cicatryl bio et au lot Témoin, par contre le lot traité
par la nonaémulsion a base d’extrait a donné une réduction de taille de la plaie plus élevée par
rapport a la créeme de référence mais reste toujours inférieure a celle du témoin, de J12 la
premiére réduction de surface significative a été enregistrée pour les plaies du 3°™ et 4°™ groupes
qui ont atteint un pourcentage de rétraction de 90,73 % et 92.13 % respectivement comparés au
pourcentage de rétraction des plaies traitées par la creme Cicatryl bio qui donne un pourcentage
de 68,98 % et des plaies laissées sans traitement qui enregistre 78.5 %. Au bout de la deuxiéme
semaine (J15), la réduction des surfaces des plaies des lots traités avec ETPL et NEs reste
toujours significative par rapport au lot Témoin et au lot traité par la créme de référence, pour les
mensurations suivantes et a 18™ jour, les plaies sont totalement cicatrisées pour le lot traité par
ETPL et NEs avec un pourcentage de rétraction de 98,04 % et 98.75 % contre 94.9 % pour le lot
Témoin et 93,7 % pour le lot traité par la creme Cicatryl bio.

Les observations visuelles au premier jour aprés l'excision de la peau et durant la
premiere semaine ont indiqué la présence d’un tissu enflammé et granuleux pour le lot traité
avec ETPL et NEs. Aussi pour les lots traités avec la creme Cicatryl bio, la présence d’un (Edéme
et d’une hémorragie pour le lot témoin a été remarquée. A partir du 12 *™ jour, ces signes ont
disparu dans tous les groupes traités et non traités avec la présence des exsudats clairs et le début
de découlement de la croute et a partir de J15, le découlement total de la croute avec la poussée

des poils et le début d'épidémisation ont été observé pour les quatre lots, a J18, des observations

identiques ont été enregistrées pour le groupe traité avec ETPL, NEs et pour le groupe traité
avec la creme de référence Cicatryl bio qui a montré une bonne poussée des poils et la
cicatrisation totale, avec un différence légere pour le groupe Témoin qui indique aussi le poussée

des poils mais une cicatrisation presque totale.
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Tableau V. 7 : Pourcentage de rétraction % des plaies de différents groupes

Jours Témoin Créme Cicatryl Extraitde T. Nanoemulsion
bio polium L

Ja 36.88 28.95 19.25 31

J8 73.75 54,73 43.74 60

J12 785 68.98 90.73 92.13

J15 86.9 81.52 97.64 95.54

J18 89.6 91 98.04 98.75

V.10. Etude histologique

Du point de vue histologique, la peau comporte deux couches principales, I'épiderme et le

derme, avec un fascia sous-cutané appelé hypoderme, qui se trouve profondément dans le derme.

Au terme morphologique, aucun changement n’a été noté pour les différents groupes
étudiés avec la présence de la structure histologique normale de I'épiderme, du derme, du tissu
sous-cutané et du tissu adipeux ainsi que de la musculature. On note aussi I’absence d’une
augmentation de I'épaisseur de I'épiderme, et donc on peut dire que le revétement cutané a été

conserveé.
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@ (L))

Figure V.12 : lllustrations des coupes histologiques issues des différents groupes
expérimentaux, (a), (b) le contrble négatif, (c), (d) la référence, (e), (f) traité avec I'extrait

éthanoique brut et (g), (h) traités avec la naoémulsion.

La figure V. 12 montre les coupes histologiques des différents groupes expérimentaux
(traités par I'extrait éthanolique brut, la nanoémulsion, la référence et le témoin). Pour le groupe
non traité (Témoin), les coupes histologiques ont montré la présence de vaisseaux congestifs, ce
qui révéle la présence d'une inflammation modérée, ces coupes histologiques ont mis en évidence
aussi la présence de follicules pileux, ces résultats indiquent une cicatrisation en cours, ce qui
confirme les résultats trouvés dans le tableau V.7. Les résultats des coupes histologiques du

groupe traité par la creme Cicatryl bio comme groupe de référence présentent une inflammation
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modérée, des mélanophages et la formation de tissus fibreux sont présents, ce qui suggére une
bonne cicatrisation. Pour le groupe traité par 1’extrait éthanolique brut, les coupes histologiques
présentent une épithélialisation, avec un épiderme mature, ce qui confirme la conservation du
revétement cutané, ces coupes révelent aussi la présence de follicules pileux, ces résultats
indiguent une cicatrisation totale et pour le groupe traité par la nanoémulsion, les coupes
histologiques montrent la présence de remaniement fibreux avec quelques éléments
infoplasmocytaires, la présence des mélanophages et des follicules pileux indiquant une phase
terminale de cicatrisation. A partir de ces résultats on peut dire que les groupes traités par 1’extrait
éthanolique brut, la nanoémulsion et Cicatryl bio ont montré un dép6t de collagéne plus éleveé et

une réepithélialisation compléte.

D’apres les résultats trouveés, Le processus cicatriciel a été amélioré significativement apres
le traitement des plaies chez les rats avec I’extrait brut et la nanoémulsion. Cela peut étre di aux
effets combinés des constituants polyphénoliques, principalement des flavonoides et des dérivés
de l'acide caféique [28]. Des études antérieures ont démontré que les fractions
flavonoides améliorent la prolifération des fibroblastes cutanés humains normaux in vitro
[184], ce qui confirme que ces derniers jouent un réle essentiel dans la production de fibres de
collagene et sont responsables de I'activité cicatrisante.

V.11. Caractérisation des patchs

IV. 11.1.Caractérisations physico-chimiques des patchs

Tableau V.8 : Epaisseur, variation de poids et pliage d'endurance du patch transdermique

Epaisseur Variation Pliage d’endurance
(Lm) poids (mg)
Patch 206 20.74 50

Tous les patchs préparés étaient conformes aux normes de la pharmacopée en matiere
d'uniformité du contenu. Les résultats de caractérisation du patch sont presentés dans le tableau
V.8. La membrane préparée avait une forme géométrique ronde (Figure V.13), avec un diametre
de 120 mm et une épaisseur de 206 um et pesait 20,74 mg par patch (0,02074 g/patch). Lors du
test d'endurance au pliage, les patchs ont montré une capacité de 50 plis. Aprés optimisation, les
patchs présentaient une surface lisse et plane qui restait intacte apres application sur la peau. Les

tests d'endurance a la flexion ont confirmé que les patchs conservaient leur intégrité sans se briser
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lors des mouvements cutanes habituels (Figure V.14). Ces résultats soulignent la robustesse du
film, démontrant une résistance et une élasticite suffisantes pour résister a I'usure quotidienne. Ces

gammes sont adaptées a une application sur la peau.

(@) (b)

Figure V. 14 : Adhésion des patchs sur le derme ; (a) : patch collé et (b) : décollement du patch.

V. 12. Etude de la diffusion du PA par la cellule de FRANZ

Le profil de libération ou de perméation in-vitro est un outil important, qui prédit a
I'avance la pharmacocinétique du médicament in-vivo [185] et il détermine la concentration
précise du PA qui atteint le site d'action. Les résultats de la diffusion de 1’extrait a travers les NEs
et des NEs contenues dans les patchs en utilisant une membrane biologique moyennant la cellule

de FRANZ sont présentés dans la figureV.15.
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Figure V.15 : La perméation de I’extrait éthanolique & partir des NEs et de NEs dans
patchs transdermiques par la cellule de FRANZ

Comme présenté sur la figureV.15, la perméabilité de I'extrait de T. polium de NEs dans le
patch transdermique était significativement plus élevee que la perméation de I'extrait de T.polium
de NEs au cours de la période d'étude de 6h. Cette figure révele que les deux courbes comprennent
principalement deux phases, la premiére phase indique une augmentation de la perméabilité en
fonction du temps. Les quantités diffusées de I’extrait de T.polium imprégnés de la nanoémulsion
dans le patch et la nanoémulsion étaient de 0.04 mg/mL.cm®/h et 0.01 aprés 30 min
respectivement et ces valeurs augmentent progressivement atteignant une perméabilité de 0.102
mg/mL.cm™?h pour I’extrait de T.polium imprégnés de la nanoémulsion dans le patch et une

perméabilité de 0.049 mg/mL.cm™/h pour I'extrait de T.polium de la nanoémulsion au bout de 2h.

Les augmentations ont été toujours enregistrées dans la perméation de I'extrait de T. polium
de la nanoémulsion jusqu’a 0.091 mg/mL.cm™/h au bout de 4.5 heures, puis une deuxiéme phase
qui indique une stabilité de la perméation. Pour les deux formulations, la perméation se stabilise et
reste constante avec une teneur de 0.106 mg/mL.cm™/h & partir de 3 heures jusqu'a 6 heures pour
I'extrait de T. polium de NEs dans le patch, et de 0.1 mg/mL.cm™/h & partir de 5 heures jusqu'a 6
heures pour I'extrait de T. polium de la nanoémulsion. Les résultats de cette étude révelent que
I'extrait de T. polium de NEs dans le patch a démontré une amélioration de la perméation par
rapport au l'extrait de T. polium de la nanoémulsion, cette amélioration a été attribuée
probablement a la petite taille des gouttelettes qui ont été conservées dans le patch, ce qui entraine
une plus grande surface. De plus, une pénétration accrue peut résulter de I'influence de l'effet

combiné de la composition de la formulation, comme les tensioactifs, les co-tensioactifs et les
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huiles, qui rendent les médicaments plus solubles et perméables [186]. Ces résultats reflétent aussi
un profil de libération prolongée qui est probablement due a la fois a I'érosion de la couche
externe de la nanoémulsion et au piégeage des extraits dans le noyau, ou la phase huileuse agit

comme une barriere au transport hydrophile des médicaments. [187]

V. 13. Rendement d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle (HE) de la partie aérienne de Teucrium polium. L par la
méthode d’hydrodistillation a donné une huile d’une couleur jaunatre avec une odeur trés forte et
persistante dont le rendement est de 0,66%. Ce rendement a été comparé avec des valeurs
rapportées dans la littérature. Notre résultat obtenu parait plus important que celui enregistré par
Boukhebti et al.,[188] avec une valeur de 0.11% et Chabane et al [152]., avec une valeur de
0,53% pour la plante récoltée a Sétif et M’sila en Algérie respectivement. 1’étude effectuée par
Al-Otaibiet al.,[189] a donné un rendement de 0.26 % pour le T. polium de la région de EL
Riyad en Arabie saoudite. Ce résultat montre que le rendement differe d’une région a une autre, on
s’apergoit que des valeurs supérieures a celles de notre étude ont été obtenues par Sabz et al.,[190]
et par Moghtader.,[191]en Iran, cette teneur est égale a 1,3 % et 0.75% respectivement, dans la
recherche menée par Maizi et al.,[192], les rendements enregistrés sont 0.82% et 0.56% pour la
méme espece collectée a Mascara en Algérie, et par la méme méthode d’extraction mais durant
différentes périodes de récolte. Ces variations peuvent étre dues a plusieurs facteurs, notamment le
degré de maturité des fleurs, I’interaction avec I’environnement (type de sol et température), le

moment de la récolte et la méthode d’extraction.

V. 14. Analyse physico-chimique de I’huile essentielle

L’indice de réfraction, ’indice d’acide et I’indice d’ester sont des parametres qui
caractérisent la puret¢ d’une huile essentielle, ils sont considérés comme des moyens de
vérification et de contréle de la qualit¢ d’une huile essentielle étudiée. Ces caractéristiques

physico-chimiques ont été déterminées selon des protocoles précis et selon les normes AFNOR.

a. Indice de réfraction

Cet indice est utilisé pour identifier la pureté de I’huile essentielle de la plante Teucrium

polium L. Le résultat enregistré dans notre étude est de 1.4710, cette valeur est situé dans
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I’intervalle de « 1.4670 et 1.4740 » et donc elle est conforme aux normes, ce résultat est similaire
a la valeur attendue. A partir de cette valeur nous pouvons dire que notre huile essentielle est

pure et de qualité satisfaisante.

b. Indice d’acide

Dans notre étude, I’huile essentielle obtenue a révélé une valeur d’indice d’acide égale a
1.8, conforme aux normes NFT-60 -2000 ; Sachant qu’une faible valeur d’acidité (un indice
d’acidité inférieur a 2) caractérise la pureté et la stabilit¢ d’une huile a la température ambiante.
Notre valeur obtenue confirme que cette huile essentielle a été¢ bien conservée comme 1’indique

Belkhodja [193].

c. Indice d’ester

La valeur de I’indice d’ester de 1’huile essentielle de Teucrium polium L est de 839,7.

Plus I’indice ester est élevé, plus la qualité de ’'HE sera meilleure [193].

V. 15. Analyse par chromatographie GC/MS

L’analyse de la composition chimique de I’huile essentielle de T. polium a été réalisée
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) et le
profil chromatographique de I’huile essentielle de Teucrium polium L est illustré sur la
figure V.16.
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Figure V.16 : Profil chromatographique de I’huile essentielle de Teucrium polium L.
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La composition de I'huile essentielle des parties aériennes de T. polium cultivées dans

la wilaya de Bouira, déterminee par GC/MS est mentionnée sur le tableau V.9.

Tableau V.9 : Composition chimique de I’huile essentielle de Teucrium polium L

N TR IR Cal IR Lit Composes Aire %
1 16411 | 935 939 a-Pinéne 0.14
2 | 7.762 | 974 976 Sabinene 0.17
3 7913 | 979 980 B-Pinéne 1.21
4 18361 |992 991 B —Myrcéne 0.36
5 19.764 | 1025 1026 p-Cymeéne 0.08
6 |9.956 | 1030 1030 Limonene 0.78
7 | 10.767 | 1048 1050 (E)-B-Ocimeéne 0.07
8 |13.129 | 1101 1098 Linalool 0.13
9 |15.010 | 1140 1136 Isopinocarveol 0.34
10 | 15.297 | 1146 1145 Trans-Verbenol 0.09
11 | 16.138 | 1164 1164 Pinocarvone 0.24
12 | 16.854 | 1179 1177 Terpinen-4-ol 0.33
13 | 17.492 | 1192 1189 a-Terpineol 0.10
14 | 17.761 | 1198 1196 Myrtenal 0.73
15 | 19.818 | 1241 1242 Cuminaldéhyde 0.12
16 | 22.246 | 1292 1287 Cumin alcohol 0.06
17 | 22.803 | 1304 1298 Carvacrol 0.09
18 | 26.664 | 1388 1385 Bourbonéne 1.17
19 | 26.880 | 1393 1390 B-Cubébéne 0.19
20 | 26.967 | 1395 1394 B-élemeéne 0.25
21 | 28.208 | 1423 1428 Caryophylléne 1.09
22 | 28.632 | 1433 1430 B-Copaéne 0.32
23 | 28.895 | 1439 1432 Trans- o -Bergamoténe 1.52
24 | 29.069 | 1443 1445 trans-pB-Farnesene 0.17
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25 | 29.710 | 1458 1455 o — Humuléne 0.52
26 | 30.777 | 1482 1477 y-Muuroléne 0.79
27 | 31.032 | 1488 1485 Germacrene D 37.68
28 | 31.183 | 1492 1489 B —Selinéne 0.85
29 | 31.390 | 1497 1498 a-Selinéne 0.18
30 | 31.622 | 1502 1499 Bicyclogermacrene 11.87
31 | 31.725 | 1505 1500 a-Muuroléne 0.05
32 | 32.034 | 1512 1509 B —Himachaléne 0.61
33 | 32.310 | 1519 1514 y-Cadinene 1.45
34 | 32.476 | 1523 1519 a-Panasinsen 0.25
35 | 32.688 | 1528 1524 5-Cadinéne 3.22
36 | 33.288 | 1543 1542 Selina-3,7(11)-diene 0.21
37 | 33.449 | 1546 1540 a—Bisaboléne 0.36
38 | 33.938 | 1558 1553 B-Vetivenene 0.67
39 | 34.121 | 1563 1561 Germacrene B 2.03
40 | 34.970 | 1583 1582 Spathulenol 4.75
41 | 35.213 | 1589 1590 Globulol 1.08
42 | 35.399 | 1594 7-epi-cis-sesquisabinene | 0.51
Hydrate
43 | 35.553 | 1598 1594 Viridiflorol 0.65
44 | 36.033 | 1610 1608 Cédrol 0.39
45 | 36.317 | 1617 1618 Widdrol 0.67
46 | 36.635 | 1625 1627 Junenol 0.29
47 | 36.983 | 1634 1629 epi-cubenol 0.35
48 | 37.495 | 1647 1641 epi-a- Muurolol 3.78
49 | 37.525 | 1648 1648 T-Cadinol 2.79
50 | 37.689 | 1652 1652 a —Cadinol 0.64
51 | 37.888 | 1657 1652 a- Eudesmol 1.20
52 | 38.038 | 1661 1664 14-hydroxy-9-epi-trans- | 4.36
Caryophylléne
53 | 38.678 | 1677 1674 5-Isocedranol 0.20
54 | 38.950 | 1684 1676 Mustakone 0.23
55 | 39.102 | 1688 1686 a- Bisabolol 0.18
56 | 39.253 | 1692 1694 Germacra- 0.55
4(15),5,10(14)-trien-1pB-
Ol
57 | 39.450 | 1697 1701 Schyobunol 0.68
58 | 41.684 | 1757 1752 a-Cyperone 0.73
59 | 42.277 | 1773 1778 B-Costol 0.17
60 | 40.163 | 1716 1715 Pentadecanal 0.19
61 | 44.946 | 1848 1847 Hexahydrofarnesyl 0.25
Acetone
62 | 48.985 | 1965 1968 n-Hexadecanoic acid 0.40
63 | 53.895 | 2107 2106 Phytol 1.03
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Monoterpénes 2.94
Monoterpénes oxygenés 2.1
Sesquiterpenes 65.13
Sesquiterpenes oxygénés 24.52
composants mineurs 291
total 97.61

L’analyse chromatographique de I’HE de T. polium a mis en évidence I’existence de
soixante-six composés qui représentent environs une teneur totale de 97.61%. Cette composition
chimique est dominée par les composes sesquiterpéniques (Sesquiterpénes 65.13% et
Sesquiterpénes oxygénes 24.52%) avec un pourcentage egal a 90.21%, dont les principaux
composés sont Germacrene D (37.68%), Bicyclogermacrene (11.87%) suivis du Spathulenol
(4.75%), 14-hydroxy-9-epi-trans-caryophylléne (4.36%0), epi-a- Muurolol (3.78%) et -
Cadinéne (3.22%). Le reste de I’huile correspond soit a des composants mineurs, soit a d’autres
composés non identifiés en quantités de traces.

Nos résultats sont en accord avec 1’étude effectuée par Belmekki et al.,[194] sur I’huile
essentielle de la méme espéce de la région de Tlemcen, cette étude a montré une huile essentielle
riche en germacrene D (25.82%), le bicyclogermacrene (13%), Spathulenol (6.53%0). Les
résultats d’autres recherches réalisées dans différentes régions en Algérie ou dans différents pays
du monde, semblent différents a ceux trouvés dans cette présente étude. En Algérie, dans la
région de M’sila, Chabane et al., [152] décrivent une huile essentielle riche en B-pinéne (33%b),
germacrene D (17%), Myrcene (8%0) et limonéne (7%), en Arabie Saoudite, selon les travaux
réalisés par Al-Otaibi et al.,[189], les principaux composeés identifiés sont t-cadinol (25.58%0), a-
fenchene (20.09%), B-eudesmol (11.76%), B-myrcene (8.02%), y-cadinene (5.22%) et dans
I’étude de sabz et al.,[190] portant sur I’huile essentielle de Teucrium polium provenant d’Iran,
on note la prédominance du B-Thujone (37.57%), 1,8 cineole (8.13%), terpinene-4-ol (4.98%),
Borneol (4.61%), cis-9-Octadecenal (3.92%), et transpinocarveol (3.20%0).

Ces résultats mettent en évidence la grande variabilité chimique de I’'HE de T. polium d’une
région a une autre. Cette variabilite pourrait étre due a plusieurs facteurs : caractéristiques
géologiques et physicochimiques de 1’environnement de la population végétale, généralement, les
HEs des espéces Teucrium sont principalement constituées d'hydrocarbures sesquiterpéniques et /
ou de sesquiterpenes oxygénés. Dans ce sens, Sadeghi et al., [195]ont étudié la variabilité dans la
composition chimique de I'huile essentielle de Teucrium polium.L de différentes populations et a
rapporté que le rapport sesquiterpénes / monoterpénes des plantes récoltées a la haute altitude
étaient plus éleves que celui recueilli & la basse altitude. 1l semble que I'augmentation de I’altitude a

tendance a produire plus de sesquiterpénes et moins de monoterpenes. La partie de la plante
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utilisée, la période de récolte, la nature du sol et la méthode d’extraction des huiles essentielles

[15].

V.16. Activité antioxydante
V. 16.1.La méthode de DPPH

L’activité antioxydante mesurée par la capacité de réduire les radicaux libres. Les résultats
obtenus du test de mesure de I’absorbance du radical libre DPPH, nous a permis de tracer les

graphes de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration (FigureV.17 et

Figure V.18).
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Figure V.17 : Pourcentage d’inhibition de I’huile essentielle.
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Figure V. 18 : Pourcentage d’inhibition de 1’acide ascorbique.
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Tableau V. 10 : Activité antioxydante exprimée par I’ICsg

Echantillons ICso
Huile essentielle de Tecrium polium.L 06pL/mL
Acide ascorbique 12.5pg/mL

Le pourcentage d’inhibition (ICsp) calculé a partir des courbes des figures V.17 et V.18 et
les valeurs présentées dans le tableau V.10 ont été estimés a I’ordre de 06 puL/mL pour I’huile
essentielle de ’espéce Teucrium polium L et 12.5 pg/mL pour 1’acide ascorbique. A partir de ces
resultats, il apparait que la valeur obtenue d ICso de I’huile essentielle de T. polium est trés
importante comparativement a celle de 1’acide ascorbique prise comme un standard naturel. Nous
pouvons dire que ces résultats suggerent que 1’huile extraite présente une activité antioxydante

prometteuse.

Dans une enquéte réalisée par Mahmoudi et al.,[196] sur l'activité antioxydante de I'HE de
Teucrium polium L par la méthode du DPPH, il a montré que cette HE avait une activité
antioxydante avec une valeur d’IC so égale a 9200 pg/mL, les études antérieures de Maizi et
al.,[192] ont donné pour les HE de Teucrium polium.L, récoltées dans la période hivernale une
valeur d’ICso égale a 3,90 mg/mL et pour l'activité antioxydante de HE de la méme plante
récoltée dans la période de floraison une valeur d’ICso égale a 16,14 mg/mL, en utilisant la
méthode DPPH. les résultats trouvés par Al-Otaibi et al.,[189] sur l'activité antioxydante de I'HE de
la méme espéce et réalisé par la méme méthode a révélé une concentration d’inhibition (I1Cso)
égale a 61,38 pg/mL. D'autres recherches sur l'activité antioxydante de I'HE d'une autre espéce de
plante Teucrium polium (subsp. capitatum (L.) Brig) en utilisant toujours la méthode DPPH, a
enregistré une activité de piégeage de 1’huile essentielle avec une valeur ICsp de 5550,33 pg/mL
[152]. A la lumiére de ces résultats, I’activité antioxydante des HEs de T. polium pourra étre
attribuée aux variations des conditions climatiques et des facteurs environnementaux, les
emplacements géographiques et les différences génétiques. Les écarts pourraient également étre
dus a des différences dans les méthodes utilisées pour I’extraction de 1’huile [197]. Ces facteurs
influencent grandement les propriétés antioxydantes du 1’huile de Teucrium polium. En outre, la
capacité de piégeage des radicaux libres de 1’huile de Teucrium polium peut probablement étre
liée & la concentration élevée des composants majeurs, a la variation de la composition chimique,

a la présence/absence de monoterpénes oxygenés, d’hydrocarbures monoterpéniques et de

87



Chapitre V Reésultats et discussion

sesquiterpénes (variations qualitatives et quantitatives des sesquiterpénes et des monoterpenes).

Par ailleurs, définir la ou les composantes responsables de cette activité est tres difficile [192].

V.17. Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne de 1’huile essenticlle a été évaluée in vitro, en testant quatre
souches de bactéries contre différentes concentrations de 1’huile essentielle de la plante Teucrium

polium L, en mesurant les zones d’inhibition (mm) et en déterminant les valeurs de CMI (ug/mL).

Les résultats ont montré que les valeurs mesurées sont trés variables en fonction de la

souche testée et de la concentration utilisée. Les résultats sont rapportés dans le tableau V.11.

Tableau V.11 : Diametre des zones d’inhibition (mm).

Souches bactériennes Huile essentielle (ug/ml) Référence
80 40 20 10 5 25 | Tétracycline | Gentamicine

Bacillus subtilis 20 10 09 09 08 08 14 25
ATCC 6633

Staphylococcus aureus 19 11 10 09 09 09 19 29
ATCC 6538

Pseudomonas aeruginosa | 09 09 08 08 08 08 25 24
ATCC 9027
Escherichia coli 117 09 08 08 08 08 21 27
ATCC 8739

Les résultats obtenus et illustrés sur le tableau V.11 ont montré que 1’huile essentielle a une
concentration de 80ug/ml exprime une forte efficacité sur les souches bactériennes Bacillus
subtilis et S. aureus avec des diamétres élevés des zones d’inhibition (20mm et 19mm). Cette
efficacité peut étre considérée comme extrémement sensible et trés sensible respectivement. La
présence d’une zone d’inhibition bien appréciable autour de I’huile testée permet de constater une
activité relativement importante vis-a-vis des bactéries Gram +. On note que les différentes
concentrations ont agi differemment sur toutes les souches testees, leurs actions sont variables.
Elle était sensible sur S. aureus et E. coli (11mm) a 40ug/ml et 80ug/ml respectivement, et une
faible réactivité (non sensible) est présentée sur P. aruginosa et E. coli (inférieure a 09 mm) pour

toutes les concentrations, ces souches bactériennes de Gram- se sont avérées les plus résistantes.

A partir du tableau V.11, la zone d’inhibition de la concentration (80ug/ml) contre la souche
bactérienne Bacillus subtilis a donné une valeur de (20 mm) qui est supérieure a la zone

d’inhibition mesurée par la tétracycline (14 mm) contre la méme souche bactérienne, on constate
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que les diametres mesurés pour la référence tétracycline et la concentration (80ug/ml) contre la
souche S. aureus sont égaux (19 mm), par contre la zone d’inhibition mesurée par cette référence
est supérieure a celle mesurée pour les autres concentrations contre les différentes souches
bactériennes, pour les zones d’inhibitions enregistré par la référence Gentamicine restent plus
élevées comparativement aux zones d’inhibitions trouvées par les différentes concentrations

contre toutes les souches bactériennes testées .

D’apres les résultats obtenus, 1’activité antibactérienne des huiles essentielles ou son mode
d’action vis-a-vis des souches utilisées peut étre attribuée principalement aux constituants
majoritaires de cette huile, du type de microorganismes et de sa concentration. En général, les
bactéries Gram négative sont plus résistante que les bactéries Gram positives a cause de la
structure de leur membrane externe [198], elle peut étre également liée aux conditions de séchage

et de broyage de la plante et dépend également de plusieurs facteurs dont le mode d’extraction.

La CMI de I'huile essentielle de Teucrium polium L, est de 5ug/mL avec B. subtilis et
10pg/mL pour S. aureus et 20pug/ml pour P. aruginosa et E. coli, ces CMI extrémement faibles
montrent un effet bactériostatique de cette huile essentielle.

V.18. Caractérisation des nanoemulsions formulées avec I’huile
e Mesure de la distribution de taille, potentiel zéta et I’indice de polydispersité des
nanoémulsions par DlIs
Les mémes caractéristiques pour les nanoémulsions précédemment formulées avec 1’extrait
ont été déterminées a savoir la taille des gouttelettes, l'indice de polydispersité et le potentiel zéta

déterminés par DLS, les résultats trouvés sont présentés sur le tableau V.12.

TableauV.12 : Taille des particules, de I'indice de polydispersité (P1) et du potentiel zéta de

nanoémulsion

Taille des Indice de Potentiel zéta
gouttelettes polydispersité (mV)
(nm) (P1)
Nanoémulsion de I’huile essentielle 65.0 0.35 +30

La formulation obtenue dans notre étude a présenté un aspect liquide homogeéne, avec

une couleur transparente et une odeur puissante. La taille des gouttelettes de la formulation
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élaborée était uniforme de l'ordre du nanomeétre (65nm), inférieure relativement a celle
trouvée precédemment. Cette réduction de la taille des gouttelettes peut étre attribuee a
l'augmentation de la concentration en tensioactif [199], a une interface huile-eau plus grande,
a la condensation et a I'expansion du film interfacial du tensioactif et le co-tensioactif [186].
Cette surface interfaciale produite par les petites gouttelettes peut augmenter la permeéabilité
des composes actifs a travers les membranes des vaisseaux sanguins et des tissus [200]. Dans
notre étude, on a mesuré l'indice de polydispersité (PI) qui est utilisé pour mesurer
I'nomogénéité ou I'nétérogénéité des tailles de particules au sein des formulations, il est
rapporté dans la littérature que des valeurs normales du PI s’échelonnent de 0 a 1 [186], la
valeur de l'indice de polydispersité (PI) enregistré dans notre recherche est égale a 0,35, cette
valeur est inférieures a 1, ce qu’indique que notre formulation présente une distribution
monodispersée et une bonne stabilité, on peut conclure que cette valeur est souhaitable pour
des nanoémulsions homogénes. Le potentiel z€ta obtenu est égal a +30 mV, d’apres les
recherches réalisées, une valeur de potentiel zéta plus élevée, positive ou négative (supérieures
a +30 mV ou inférieures a -30 mV), a été recommandée pour la formulation des
nanoémulsions stables sans agrégations. Ces valeurs élevées (de potentiel zéta) ont confirmé
les forces de répulsion électrostatiques entre les gouttelettes de 1’huile essentielle, empéchant

leur coalescence et aboutissant a une dispersion uniforme ayant une stabilité suffisante [201].

e Etudes de stabilité thermodynamique des NEs

Les analyses ont été réalisées chaque semaine par DLS afin de déterminer la taille des
gouttelettes, le degré de stabilité et d’homogénéité de NEs révélent que la taille n’a pas été
modifiée significativement durant la période de stockage et le Pl reste toujours inférieure a 1
comme indique le tableau V.13, ce qui signifie que cette nanoémulsion reste homogéne et
donc la formulation reste stable (-30 mV < potentiel zé€ta <+30mV). D’apreés ces résultats on
peut dire que la transparence dans la formulation de nanoémulsions est un paramétre critique
qui indique que la taille de leurs gouttelettes est tres faible (20 a 200 nm) et que cette

nanoémulsion posséde une stabilité contre la coalescence et la sédimentation [186].
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Tableau V.13 : La stabilité de nanoémulsion stocké.

Taille des Indice de
gouttelettes polydispersité
(nm) (P1)
1¢" semaine 66.6 0.40
2¢me semaine 66.7 0.42
3¢me semaine 65.5 0.38
4°me semaine 60.3 0.29

A la lumiére de ces résultats, on peut déduire que les nanoémulsions transparentes,
monophasees et sans turbidité, peuvent présenter une durée de conservation plus longue.
e Etude rhéologique
Afin d’estimer les comportements rhéologiques et déterminer la viscosité des NEs, on a eu

recours a des analyses rhéologiques.

e a. Test de viscoélasticité
La courbe de viscoélasticite est donnee en termes de G’ en fonction de la vitesse de
cisaillement y (%). Avec G’ considéré comme le module de conservation et il caractérise la

réponse en phase avec la déformation. Il est associé a la réponse du comportement élastique (Pa).
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Figure V.19 : Comportement viscoélastique de la nanoémulsion pour une fréquence f=1Hz.
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La zone LVE est définit comme étant la valeur pour laquelle le module G’ décrit un
plateau pour les faibles déformations. On observe que I’écart entre G* et G’* est petit ce que
signifie que le comportement de NEs est proche d’un Solide. Lorsque le module élastique G’ est
supérieur au module visqueux G’ dans la zone LVE, donc notre dispersion est viscoélastique. Et
au point de croisement lorsque G’=G’’, la valeur de déformation ou contrainte seuil représente
une valeur de déformation suffisante pour désorganiser les particules et modifier le réseau de

particules connectées et obtenir un comportement liquide (inversement de comportement).

Au-dela de cette valeur, pour des déformations élevees, le comportement liquide domine,
le module visqueux G’’ est plus élevé que le module élastique G’. On observe bien une

décroissance en fonction du taux de cisaillement caractéristique des fluides non Newtoniens.

b. Test d’écoulement
Dans cette partie de 1’étude, des propriétés rhéologiques de NEs sont présentées. L’évolution de

la viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement est donnée dans la figure ci-dessous.
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Figure V.20 : Evolution de la viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement 0.005-500 .

On observe deux parties dans I’évolution de la viscosité, dont le premier domaine
caractéristique d’un comportement Newtonien (viscosité constante en fonction de la vitesse de
cisaillement) et une deuxiéme typique d’un systéme rhéo-fluidifiant (la diminution de la viscosité

en fonction de la vitesse de cisaillement).
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V.19. Caractérisation des patchs a base d’huile essentielle

V.19.1. Caractérisations physico-chimiques des patchs

Tableau V.14 : Epaisseur, variation de poids et pliage d'endurance du patch transdermique.

Epaisseur Variation de pliage
(um) poids (mg) d'endurance
Patch 250 21.02 >80

Tous les patchs préparés étaient conformes aux exigences de la pharmacopée, En effet, le
patch préparé était lisse, transparent, non collant et homogene. Il présentait une forme
géométrique arrondie (Figure.V.21), avec un diamétre de 120 mm et une épaisseur de 250 pm et
un poids de 21,02 mg. Le patch a montré une capacité d'endurance au pliage supérieure a 80 plis,
cette valeur présente une excellente endurance au pliage c'est-a-dire une bonne flexibilité

Ce patch transdermique est resté intact aprés application sur la peau et se détache
facilement aprés épuisement du PA (Figure.V.22). Ces résultats démontrent une résistance et une
élasticité suffisantes, ce qui facilite leur utilisation quotidienne pour les patients.

FigureV.21 : Une photo prise sur un film a base de CMC/Gel/PVA.
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Figure.V.22 : Adhésion des patchs sur le derme ; (a) : patch collé et (b) : décollement du patch.

V. 20. Etude de la diffusion du PA par la cellule de FRANZ

Afin d’étudier la diffusion de I’huile encapsulée dans des NEs et dans les nanoémulsions

dans le patch, on a utilisé la cellule de Franz.

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure V.26, la perméabilité de I'HE de
T.polium encapsulée dans NEs incorporée dans le patch transdermique était significativement plus

élevée que la perméation de I'HE de T.polium dans NEs au cours de la période d'étude de 6h.

La figure révéle que les deux courbes comportent deux types de libération de I’HE, on a observé au début
des courbes, une libération immediate de HE des le premier contact avec la peau et reste environs une
demi-heure pour le patch mais qui dure presque 2 heures pour la nanoémulsion, suivi d’une libération
prolongée pendant le reste du temps de I’expérience (4h et demi pour le patch et 2h pour la
nanoémulsion), ces profils de libération ont pu donner des informations sur la perméation de ’HE
(comme principe actif) dans le stratum corneum (couche cornée) de I'épiderme. La perméation de cette
huile essentielle de T.polium imprégnés de la nanoémulsion dans le patch et la nanoémulsion étaient de
0.964 mL/mL.cm™?/h et 0.682 mL/mL.cm™/h aprés 15 min respectivement, ces valeurs augmentent pour
atteindre une perméabilité trés remarquable de 2.734 mL/mL.cm™/h pour I’huile de T.polium
encapsulée dans la nanoémulsion imprégnée dans le patch et une légére perméabilité de 0.964
mL/mL.cm#h pour I'HE de T.polium dans la nanoémulsion au bout de 30 min, la perméation de I'HE de
T.polium dans la nanoémulsion est toujours en croissance jusqu’a une valeur de 2.125 mL/mL.cm™/h en
1 heures et demi. Au cours de cette expérience, on a enregistré une stabilité de la perméation, pour les
deux formulations, elle se stabilise et reste constante avec une teneur de 2.79 mL/mL.cm#/h & partir de

94



Résultats et discussion

Chapitre V
30min jusqu'a 6 heures pour I'HE de T.polium encapsulée dans NEs incorporée dans le patch, et de 2.13

mL/mL.cm#/h 4 partir de 2 heures jusqu'a 4 heures pour I’HE de T.polium encapsulée dans la
nanoémulsion. Les résultats de cette étude révelent que I'HE de T.polium de NEs dans le patch
permettent une amélioration de la perméation par rapport a I'HE de T.polium de la nanoémulsion, cette
amélioration a été attribuée probablement a la petite taille des gouttelettes qui ont été conservees dans le
patch, ce qui entraine une plus grande perméabilité. En outre I'influence de I'effet combiné de la
composition de la formulation (les tensioactifs, les co- tensioactifs et les huiles), provoque une

pénétration accrue, ce qui rend les médicaments plus solubles et perméables [186].
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Figure V.23 : La perméation de I’HE a partir des NEs et de NEs dans patchs
transdermiques par la cellule de FRANZ.

V. 21. Activité cicatrisante

Durant la période de la cicatrisation, I'évolution de la surface de chaque excision de plaie a

été évaluée tous les 4 jours chez les animaux traités par la nanoémulsion, le patch, la creme
cicatryl bio comme référence et sur les plaies non traitées (témoin). Les résultats sont rapportes

dans le tableau V.15.
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Tableau V.15 : Pourcentage de rétraction % des plaies de différents groupes

Jours Témoin Creme Cicatryl Nanoémulsion patch
bio

J4 36.88 28.95 29.19 32.33

J8 73.75 54.73 63.33 75.55

J12 785 68.98 80.08 94.23

J15 86.9 81.52 92 97.46

J18 89.6 91 98.09 99.87

Les observations des plaies aux premiers jours (J4), indiquent que les groupes traitées par la
nanoémulsion enregistrent un pourcentage de diminution de la surface de la plaie identique a celle
de la creme Cicatryl bio, par contre le lot traité avec le patch, a donné une diminution
significative de la surface de la plaie par rapport au méme groupe, cette observation montre que
ces valeurs sont inférieures a la valeur enregistrée pour le groupe témoin, a partir du J8, les
pourcentages de rétraction des groupes traités par NEs et patch ont augmenté significativement et
ont donné des pourcentages atteignant les 63.33% et 75.55% respectivement par rapport au
groupes traités par le médicament de référence et le groupe non traité, les pourcentages de
rétraction pour les quatre groupes traités continuent a augmenter jusqu’a la fin du traitement (du
J12 a J18), ces valeurs montrent que les plaies traités par NEs et le patch ont totalement
cicatrisées avec un pourcentage de rétraction de 98,09% et 99.87% respectivement, contre 89.6%
pour le lot non traité (Témoin) et 91% pour le lot traité par la creme de référence Cicatryl bio.
Dans notre étude et a la lumiére des résultats trouvés, le traitement améliore significativement le
processus de cicatrisation apres 1’excision chez les rats. Les meilleurs résultats ont été obtenus
avec le patch, le traitement a eu un fort impact sur 1’épithélialisation des plaies, a accéléré la
réparation des tissus et a réduit la durée de ce processus. Donc on peut déduire que la plante
Teucrium polium accélére la cicatrisation grace a son activité antioxydante en détruisant les

radicaux libres au sein de la plaie [202].

Les observations visuelles au premier jour apres I'excision de la peau et durant la premiere
semaine, des deux lots traités avec la NEs et le patch ne démontrent aucun signe d’infection ou
d’inflammation, ces observations sont comparables a celles rapportées par 1’étude réalisée par
Ansari et al., [55] sur des bralures et qui suggerent que la plante est capable de moduler la réponse
inflammatoire a des degrés variables de sévérité tels que la formation d'cedéme, la perméabilité
vasculaire, contrairement au groupe traités avec la créeme Cicatryl bio, les observations visuelles
indiquent la présence d’un tissu enflammé et granuleux aussi pour le lot témoin, on a marqué la

présence d’un (Edéme et d’une hémorragie, , a partir de 12¢™ jour ces signes disparaissaient dans
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le groupe traités avec cicatryl bio et dans le groupe non traité, avec la présence des exsudats clairs,
on a observé aussi pour les différents lots , le début de découlement de la croute, a partir de J15,
le découlement totale de la croute avec la poussé des poils et le début d'épidémisation ont été
observé pour les quatre lots, & J18 des observations identiques ont été enregistré pour le groupe
traité avec NEs , patch et pour le groupe traité avec la créme de référence Cicatryl bio qui montre
le pousse des poils et la cicatrisation totale, avec un différence légére pour le groupe Témoin qui

indique aussi le poussé des poils mais une cicatrisation presgue totale.

V. 22. Etude histologique

Les résultats de I'examen histologique sont présentés sur la figure 24, qui permet de comparer

des zones cicatricielles des différents groupes expérimentaux (traités ou non).
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(g)

Figure V.24 : lllustrations des coupes histologiques issues des différents groupes expérimentaux,
(@), (b) le témoin, (c), (d) la référence, (e), () traité avec la nanoémulsion et (g), (h) traité avec le

patch.

L’étude présente dans la figure V.24 montre les coupes histologiques des différents
groupes expérimentales (traités avec la nanoémulsion, le patch, référence, et témoin). Pour le
groupe non traité (Témoin), les coupes histologiques montrent la présence des vaisseaux
congestifs ce qui révéle la présence d'une inflammation modérée, ces coupes histologiques
montrent aussi la présence des follicules pileux, ces résultats indiquent une cicatrisation en cours.

98



Chapitre V Reésultats et discussion

Les résultats des coupes histologiques de groupe traité par Cicatryl bio comme groupe de
référence présentent une inflammation modérée, des mélanophages et la formation de tissus

fibreux présentent, ce qui suggére une bonne cicatrisation.

Les coupes histologique du groupe traité avec la nano-émulsion, présentent une
conservation du revétement cutanée, ces coupes révelent la présence des vaisseaux congestive avec
quelques éléments inflammatoire, elles montrent la présence des melanophages et des follicules
pileux, ce qui indique une phase terminale de cicatrisation. Pour les coupes histologiques du lot
traité avec le patch, elles montrent une conservation du revétement cutanée avec la présence des
follicules pileux, ces observations donnent 1’information que la peau traité avec le patch a été bien

cicatrisé ce qui confirme les résultats obtenus dans le tableau V.14

D’apres 1’étude réalisée, le traitement avec la nanoémulsion et avec le patch a base de
I’huile essentielle de la plante Teucrium polium donne un fort impact sur la granulation et
I'épithélialisation des plaies, il a accéléré la réparation des tissus et a diminué la durée de

cicatrisation. Cela peut étre dd aux effets combinés des constituants bioactifs de cette huile.
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Conclusion générale

L’Algérie est un pays doté d’une biodiversité végétale immense qui reste toujours a
découvrir. Une grande partie de cette flore est constituée d’especes médicinales et c'est dans le
cadre de la recherche de nouvelles molécules a activités biologiques d'origine végeétale et des

formes d’administration innovantes que s’inscrit notre problématique.

Ce travail de recherche a été réalisé¢ sur I’extrait éthanolique et I’huile essentielle de
I’espece végétale T. polium, il a permis d’identifier les substances actives de cette plante et
d'évaluer les activites biologiques telles que I’activité antioxydante, antibactérienne et cicatrisante.
Cette étude a permis de développer des nanosystémes (nanoémulsions) et d’élaborer une forme
galénique d’administration sous forme de patch pour la délivrance transdermique de principes

actifs.

Le screening phytochimique a mis en évidence la présence de divers métabolites
secondaires tels que les polyphénols, flavonoides, tanins, saponosides, et alcaloides, ce qui

confirme le fort potentiel thérapeutique de cet espéce.

L’analyse par LC/MS de I’extrait éthanolique, a permis une caractérisation détaillée du

profil phénolique avec I’identification des principales molécules présentes dans cet extrait.

Par GC/MS, 66 composés ont été identifiés dans I’HE et subdivisés en sesquiterpénes,
sesquiterpénes oxygénés, mono terpénes hydrocarbones, mono terpénes oxygénés et d’autres

composants.

L’¢évaluation de l'activité antioxydante de l'extrait ¢thanolique et de I’huile essentielle de cette
plante a été effectuée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH et a donné des résultats
significatifs avec un ICso de 65 pg/mL pour I’extrait et 06 uL/mL pour I’HE, et la méthode de
FRAP qui a donnée des résultats acceptables pour I’extrait éthanolique, avec une valeur de 21
mg/mL g/ml donc I’extrait et ’HE de notre plante présente une activité antioxydante non

négligeable.

L’activité antibactérienne a été estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition autour des
disques contenant les extraits et 1’huile, cette activité antibactérienne a été confirmée contre
plusieurs souches bactériennes, avec des zones d'inhibition significatives allant jusqu'a 20 mm

pour I’extrait et pour ’'HE.

Les nanoémulsions ont été formulées a base de 1’extrait éthanolique et de I’HE avec succes, et
présentant des tailles de particules de 40 et 65 nm et un potentiel zéta de 53.2 mV et 30mV,
respectivement, indiquant ainsi une bonne stabilité au cours du stockage.
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Les tests de stabilité thermodynamique et rhéologique ont confirmé la robustesse des

nanoémulsions en termes de propriétés mécaniques

Les patchs transdermiques contenant les nanoémulsions ont montré une bonne endurance au

pliage, une épaisseur uniforme, et une libération prolongée du principe actif.

Les études de diffusion pour les deux préparations ont révélé une perméation efficace et contrélée

du principe actif a travers la peau.

Les tests in vivo sur des rats Wistar ont démontré une amélioration significative de la cicatrisation

des plaies avec les patchs et les nanoémulsions, comparée aux contrdles.

Ce travail est trés loin d’étre achevé, il ouvre de nouvelles perspectives vers d’autres recherches
afin d’isoler et d’encapsuler le composé responsable de ’activité cicatrisante et de comprendre

son mécanisme physiologique responsables de cette activité.

Enfin, ’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires

seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en évidence.

En perspective, il serait fort intéressant de :

Des tests toxicologiques semblent plus que nécessaires afin de déterminer les effets a
long terme et ainsi prouver I’application de cette espece végétale en tant que principe
actif non seulement pour la cicatrisation des plaies mais aussi pour le traitement des
ulcéres gastriques.
- Incorporer ces composés dans un aliment modele et d’explorer I’effet isolé et
synergique des différents constituants.
- Utiliser des méthodes plus modernes pour 1’extraction des principes actifs telles
que I’extraction assistée par microondes, par ultrason ou par fluide supercritique.
- Elargir I’éventail des tests antioxydants et antimicrobiens & d’autres tests plus avances.
- Appliquer les techniques biotechnologiques dans le domaine des métabolites
secondaires afin de tirer le maximum de ces molécules, et les utiliser pour

I’intérét de la santé humaine.
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Annexe | : Les réactifs utilisés pour le criblage phytochimique

Réactif de MAYER :

Chlorure mercurique.........coevvvevveveerieeeene 1,359

lodure potasSium ........ccceeeveveeieerecieceennn, 5

Eau distillée.........ccoveeiieiee 30 ml Agiter jusqu’a dissolution puis ajouter :
Eau distillée.........ccccovevviviiieie, g.s.p 100 ml

Réactif DE BOUCHARDAT :

JOTE .. 29
lode de potasSium .......cccccvveveereiiieieeie e 29
Eau distillée........cccoovevveeeecceeee g.s.p 100 ml

Réactif de DRAGENDORFF

Sous nitrate basique de bismith....................... 0.85¢g

lodure potasSiuM .........cccevveieienencncecceeeens 8¢

Acide acétique glacial. .. ......c.ccooorviiiiniinnnnn, 10 ml

Eau diStille........vveeiveeecee e ml Chauffer et filtrer sur verre fritté, si
nécessaire.

Annexe |1 : Résultats des criblages phytochimiques

Groupes chimiques

Saponosides

Alcaloides
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Annexe

Anthraquinones libre

Terpenoides

Flavonoides

Tannins

Composés réducteurs

Quinones
RM : réactif de Mayer RW : réactif de Wagner RD : réactif de Dragendorff
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Annexe

Annexe III : Pappareil de Diffraction dynamique de la lumiére Nanoparticules SZ-
100 (HORIBA-SCIENTIFIC).

Annexe IV : Mesure de la distribution de taille des nanoémulsions par DIs pour la

nanoémulsion E/H.
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Annexe

Annexe IV : Mesure de la distribution de taille des nanoémulsions par Dls pour la

nanoémulsion H/E

Annexe V : Répartition des lots des rats

ST\ AL
IRRRET RN

Annexe VI : Préparation du site opératoire.




Annexe

Annexe VII : Photographie de 1’évolution chronologique de la cicatrisation des plaies
d’excision non traitées et traitées avec la créeme Cicatryl bio, I’extrait de T.polium L,
Nanoémulsion E/H, Nanoémulsion H/E et avec le patch contenant NEs H/E.

J4 J8

Jo J12 Ji5 Ji8
Temoin I
Cicatryl bio
h
Extrait
T.polium L

Nanoémulsion
E/M

Nanoémulsion
H/E

Patch
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