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RESUME

L’objectif de notre travail est de contribuer a la valorisation d’Ajuga iva, une
plante médicinale spontanée de la famille des Lamiaceae, récoltée dans les
montagnes de Tizi Ouzou.

Les résultats de l'enquéte ethnobotanique sur [l'utilisation des plantes
médicinales, révélent que I'espéce Ajuga iva est une plante peu connue mais,
utilisée traditionnellement dans le traitement de nombreuses pathologies.

Le criblage phytochimique ainsi que les différentes analyses
chromatographiques réalisés sur les extraits polaires, I'extrait apolaire et I'huile
essentielle, ont permis de constater la richesse de la plante en principes actifs,
notamment les polyphénols et les flavonoides dans les extraits polaires, les
monoterpénes et sesquiterpénes dans 'huile essentielle, et les terpénes et acides
gras dans I'extrait apolaire.

L’étude biologique a montré que les extraits polaires d’Ajuga iva possedent
une bonne activité antioxydante avec une ICso qui atteint les 0,42 mg/ml pour 'extrait
aqueux. Toutefois, leur effet antimicrobien était trés faible voir nul contre toutes les
souches microbiennes testées. Les résultats révélent aussi une bonne activité
antioxydante de I'huile essentielle avec une ICso de 0,131 mg/ml et une bonne
activité antibactérienne avec une CMI et CMB de 0,03 et 0,06 % (v/v)
respectivement contre Pseudomonas aeruginosa.

L’étude de la toxicité générale aigué de I'extrait aqueux d’Ajuga iva sur des
souris, n’a montré aucune mortalité ni symptdmes de toxicité. A la dose de 500
mg/kg p.c., I'extrait aqueux inhibe significativement I'inflammation (92,73%, p<0,05)
et la fievre (42,02%, p<0,01) chez le rat, et a la dose de 1000 mg/kg p.c. il inhibe
significativement le nombre de spasmes chez les souris (62,75%, p<0,05) et réduit
considérablement le nombre d’ulcérations chez les rats, avec un pourcentage de

protection de 75,96% par rapport au lot control.

Mots clés: Ajuga iva, GC-MS, phytothérapie, propriétés antiulcéreuse,

analgésique, antiinflammatoire, antipyrétique.



ABSTRACT

The aim of our work is to contribute to the valorization of Ajuga iva, a
spontaneous medicinal plant of the family of Lamiaceae, harvested in the mountains
of Tizi Ouzou.

The results of the ethnobotanical survey on the use of medicinal plants, have
shown that Ajuga iva remains a little-known plant, but traditionally used in the
treatment of many pathologies.

The phytochemical screening as well as the different chromatographic
analyzes carried out on the polar and non-polar extracts and the essential oil,
allowed to note the richness of the plant with active principles, in particular the
polyphenols and the flavonoids in the polar extracts, monoterpenes and
sesquiterpenes in the essential oil, terpenes and fatty acids in the apolar extract.

The biological study showed that polar extracts of Ajuga iva have a good
antioxidant activity with an 1Cso that reaches 0.42 mg/ml for the aqueous extract.
However, theire antimicrobial effect was very low or even absent against all tested
microbial strains. The results also revealed a good antioxidant activity of the
essential oil with an ICso of 0.131 mg/ml and an antibacterial activity with a MIC and
CMB of 0.03 and 0.06 % (v/v) respectively, against Pseudomonas aeruginosa.

The acute toxicity study of the aqueous extract of Ajuga iva in mice, showed
no mortality or toxicity symptom. At a dose of 500 mg/kg b.w, the aqueous extract
significantly inhibited inflammation (92.73%, p <0.05) and fever (42.02%, p <0.01)
in the rat, and the dose of 1000 mg/kg b.w significantly inhibited the number of
writhes in mice (62.75%, p <0.05) and considerably reduced the number of

ulcerations in rats, with a 75.96% protection percentage compared to the control

group.

Key words: Ajuga iva, phytotherapy, GC-MS, antalgic, anti-inflammatory,

antipyretic, antiulcer property.
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INTRODUCTION

Au fil des siecles, I'étre humain a toujours été dépendant de son
environnement naturel pour subvenir a ses besoins de base, ainsi que pour prendre

soin et améliorer sa santé et sa qualité de vie [1].

Suite a plusieurs essais, mais aussi a de nombreuses erreurs ; les peuples
primitifs avaient acquis une certaine connaissance des plantes médicinales, dont
les extraits ont été utilisés par héritage de génération en génération sous différentes

formes, pour traiter diverses maladies et parfois méme sauver des vies [2] ; [3] ; [4].

Les plantes représentent un extraordinaire réservoir de molécules préventives
et curatives. Elles représentent la base de I'ancienne médecine traditionnelle qui ne

cesse d’évoluer pour fournir ’lhumanité de meilleurs remédes [1].

Au cours des derniéres décennies, le recours a la médecine traditionnelle est
en importante croissance. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé [5], jusqu’a
80% de la population en Afrique dépendent de la médecine traditionnelle pour les
premiers soins de santé ; ceci est principalement di a son accessibilité, parfois
méme étant la seule source de soins pour les plus pauvres, comparant au colt
élevé des soins hospitaliers et des médicaments. Méme dans certains pays
développés tels que I'Australie, le Canada, les Etats-Unis, la Belgique et la France,
le pourcentage de population ayant recours aux médicaments traditionnels varie de
40% a 80%.

Récemment, les chercheurs s’intéressent de plus en plus aux plantes riches
en antioxydants. En effet les antioxydants naturels jouent un réle trés important
dans la lutte contre les conséquences liées au stress oxydatif, qui est incriminé de
maniére directe ou indirecte dans différentes pathologies telles que I'inflammation,

'obésité, le diabéte, les maladies neurodégénératives, le cancer, etc. [6].
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De nombreux chercheurs prétent attention aussi aux composés
biologiquement actifs isolés a partir d'espéces végétales, utilisées comme
traitement pour faire face aux problemes des effets secondaires liés aux
médicaments synthétiques, ainsi que la résistance développée par les

microorganismes pathogenes contre ces derniers [7].

Par son excellente situation géographique et sa richesse en types de sols
(littoral, steppes, montagnes et désert) et de climats, I'Algérie recele d’un patrimoine
végeétal considérable. On y trouve plus de 3000 espéces végétales dont 15% sont
endémiques [8]. Parmi ces ressources naturelles, beaucoup de plantes spontanées
aromatiques et médicinales riches en composés actifs telles que les Lamiacées,

sont largement utilisées au quotidien.

Cependant, malgré l'idée regue que tout ce qui naturel est sans danger,
certaines plantes restent toxiques voire mortelles, et donc pour une utilisation a des
fins thérapeutiques et le développement de nouveaux médicaments naturels, les
principes actifs des végétaux doivent étre identifiés et surtout leur toxicité et leur

efficacité doivent étre bien étudiées.

Ce travail s’inscrit dans cette dynamique et nécessité d'une meilleure
connaissance et valorisation de ces plantes médicinales Algériennes, afin

d’encourager et de promouvoir l'utilisation de ces remédes naturels a moindre codt.

Parmi ces plantes, 'espéce Ajuga iva (L.) Schreb de la famille des Lamiacées,
communément appelée Chendgoura, est largement utilisée dans la pharmacopée
traditionnelle algérienne pour ses remarquables vertus thérapeutiques. Elle est
largement étudiée pour ses propriétés hypoglycémiante, hypocholestérolémiante et

hypotensive, mais il existe trés peu de données concernant d’autres activités [9].
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C’est donc dans cette optique que s’inscrit notre contribution dont les objectifs

se résument comme suit :

e Extraction des principes actifs a partir des parties aériennes d’Ajuga iva par
différentes méthodes d’extraction.

e |[dentification et quantification de la composition chimique de I'huile essentielle et
des extraits polaires et de 'extrait apolaire (par colorimétrie, CG-SM).

e Evaluation des activités biologiques et pharmacologiques des différents extraits

de la plante.

Ce travail est structuré en 3 chapitres :

Chapitre |I: une synthése bibliographique dédiée aux notions de base
essentielles liées a notre travail : les plantes médicinales et leurs métabolites,
description d’Ajuga iva et de quelques activités biologiques et pharmacologiques

des plantes médicinales.

Chapitre Il : consacré au matériel et aux méthodes utilisés lors de ce travalil
o Etude botanique de la plante ;
e Extraction des cendres, huile essentielle et des extraits actifs ;
e Criblage phytochimique, dosages, identification et quantification de Ila
composition des différents extraits et de I'huile essentielle ;

« FEtude de quelques activités biologiques in vitro et pharmacologiques in vivo.

Chapitre Ill : les résultats obtenus sont analysés et interprétés et leur

significativité statistique est discutée par rapport aux données de la littérature.

A la fin de cette thése, une conclusion générale rappellera les principaux
résultats obtenus, suivis de quelques perspectives pouvant faire suite a nos

travaux.

Enfin, nous cloturons cette thése avec les appendices et les références

bibliographiques.
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CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.Les plantes médicinales et phytothérapie

« Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou des
substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou, qui sont des

précurseurs dans la synthése des drogues utiles » [10].

Il existe environ 500.000 espéces de plantes sur terre, dont 80.000 qui
possédent des propriétés médicinales grace a la multitude d’agents bioactifs
présents dans leurs extraits : alcaloides, flavonoides, vitamines, tanins, huiles
essentielles, acides organiques, résines, polysaccharides...etc. Cependant, un trés
faible pourcentage de ces plantes (de 5% a 15%) a fait I'objet d’études chimiques

et pharmacologiques [11] ; [12].

Depuis des siecles, les épices et les herbes ont été utilisées dans la nourriture,
les boissons, la parfumerie, mais aussi pour traiter ou prévenir certaines maladies.
Au début du XX¢ siécle, la phytothérapie a connu un certain recul a cause de
'apparition de produits synthétiques d’origine animale ou minérale. Actuellement
elle regagne de l'intérét car les plantes restent indéniablement une irremplagable
source de remédes, et surtout suite aux travaux de nombreux chercheurs qui ne
cessent d’identifier de nouvelles molécules bioactives avec un potentiel

thérapeutique [13] ; [4].

La phytothérapie est connue comme étant le traitement ou la prévention des
maladies par 'usage des plantes [14]. Seules, ou en complément d’'un traitement
médicamenteux chimique, ces plantes médicinales ont souvent été utilisées par
automédication [15] et sous différentes formes galéniques telle que l'infusion, la
décoction, les teintures, gélules et poudres, sirops, huiles médicinales, onguents,

cataplasmes, crémes ...etc. [16].
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En Algérie, depuis des siecles et jusqu'a ce jour, les plantes médicinales sont
utilisées beaucoup plus par les personnes agées dans les zones rurales, qui

connaissent et préservent encore certaines recettes a base de plantes [17].

Souvent, les plantes ont une action plus efficace sur une certaine partie du
corps que sur une autre. On trouve des plantes aux effets Antiseptiques (malaleuca,
gingembre), Emollients (souci, plantain), Astringents (hamamélis, bistorte en téte,
préle), Dépuratifs (bardane), Immunostimulants (échinacée, lapacho), Antibiotiques
(ail), Expectorants (aunée officinale), Spasmolytiques (khella), Adaptogénes
(ginseng), Nervins (romarin), Relaxants (mélisse), Sédatifs (gui), Stimulants (kola),
Toniques (avoine), Cardiotoniques (sauge), Stimulants Circulatoires (piment de
Cayenne), , Antispasmodiques (viorne obier, quinquina), Carminatifs (acore vrai),
Cholagogues (arbre de neige), Cholérétiques (artichaut), Laxatifs (séné),
Stomachique (cardamome), Hépatiques (buplévre), Diurétiques (mais),
Analgésiques (jasmin sauvage), Anti-inflammatoires (saule blanc) ... etc. [17]. |l est
clairement établi que les métabolites secondaires sont en trés grande partie

responsables des activités thérapeutiques des plantes médicinales [18].

1.2.Les principes actifs des plantes

« Un principe actif d’'une plante désigne toute substance chimique intrinséque
capable d’induire une activité pharmacologique ». Une grande variété de principes
actifs sont synthétisés par les plantes en utilisant les produits intermédiaires du
métabolisme primaire. Ces principes actifs sont principalement formés au cours de
la croissance végétale et different d’'une espéce a une autre en fonction des facteurs
environnementaux et génétiques. Parmi tous les principes actifs que peut produire
une plante, les métabolites secondaires sont considérés comme les plus

intéressants d’un point de vue pharmacologique [3].

Les métabolites primaires sont des molécules indispensables a la vie des
végétaux. lls sont présents dans toutes les cellules de la plante et se présentent
sous forme de sucres simples, d’acides aminés, de protéines, de lipides et des

acides nucléiques. Par contre, les métabolites secondaires sont des molécules
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produites au cours de certains stades de développement de la plante et sont
typiques a certains organes, tissus ou type cellulaire. Leur répartition est
qualitativement et quantitativement inégale dans la plante elle-méme mais aussi,
parmi les différentes espéces méme étroitement apparentées, et ils sont trés

impliqués dans la survie et la propagation des plantes qui les produisent [19].

Il existe plus de 200,000 métabolites secondaires classés selon leur
appartenance chimique en trois classes principales : les substances phénoliques,

les terpénoides, les alcaloides et les hétérosides (Figure.1.16) [19] ; [20].

1.2.1. Les composés phénoliques

Appelés aussi polyphénols, ce sont des molécules exclusivement produites
par les végétaux. lls forment un vaste groupe de 8000 composés ayant au moins
un noyau benzénique (cycle aromatique) auquel est attaché au moins un
groupement hydroxyle (-OH) et des groupes fonctionnels (Glycosides, ester,
méthyle ester). Leur structure varie de simples acides comme I'acide salicylique aux
grands polyméres complexes qui sont les tanins et la lignine [21] ; [16] ; [22] ; [23] ;
[19]; [20]. lls partagent tous la méme origine de biosynthése qui est 'acide aminé

phénylalanine [24].

Les polyphénols agissent de maniére importante sur la physiologie végétale.
lls sont en partie responsables de la pigmentation des fleurs, des légumes et de
quelques fruits, mais aussi d’'amertume et d’astringence. lIs interviennent dans la
croissance, la reproduction, la résistance contre les pathogénes, les herbivores, les

ultraviolets et les agressions climatiques [25].

Il existe plusieurs classes de composés phénoliques groupés selon le nombre

d’atomes de carbone dans le squelette de base (Tableau.1.2).
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1.2.1.1. Acides phénoliques simples

Ce sont les composés qui contiennent au moins une fonction carboxylique et
un hydroxyle phénolique. lls sont généralement liés a d’autres molécules
organiques et rarement a I'état libre. On distingue les acides hydroxybenzoiques,
qui se présentent sous forme d’esters et de glycosides, et les acides

hydroxycinnamiques, qui dérivent de I'acide cinnamique (Tableau.1.1.) [26].

Tableau.1.1. Principaux acides phénoliques [26]

Acide gallique
Acide vanillique
R2 1 Acide salicylique
0 Acide gentisique
R3 Acide benzoique
OH | Acide syringique
R4 Acide protocatéchique
Acide p-hydroxybenzoique
Acide férulique

Acides
hydroxybenzoiques

. R, X COOH | Acide caféique
Agldes . Acide sinapique
hydroxycinnamiques R, Acide cinnamique
R, Acide p-coumarique

1.2.1.2. Flavonoides

Avec plus de 4000 structures identifiees, les flavonoides représentent la
classe des polyphénoils la plus étudiée. lls sont présents dans la plupart des plantes,
et sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles. Cette

pigmentation joue un réle important dans I'attraction des pollinisateurs [21] ; [27].

lls sont constitués de deux noyaux aromatiques (A et B) reliés par un
hétérocycle oxygéné (C) (Figure.1.1). Généralement, ils existent sous forme de
glycosides et peuvent étre soit libres (aglycones) soit sous forme d’hétérosides C-
ou O-glycosides [28]. Les flavonoides sont regroupés en plusieurs classes a savoir
: les Anthocyanes, les flavones et flavonols, les Flavanones et dihydroflavonols, les
flavanes, flavanols et leucoanthocyanidines, les Chalcones et dihydrochalcones et

enfin les aurones [21].
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Plusieurs études ont rapporté les différents effets biologiques et
pharmacologiques des flavonoides : Antimicrobiens [29] ; [30], Antioxydants [31],

hypotensifs [32], Antiinflammatoires [33] ; [34] et gastroprotecteurs [35].

Figure.1.1. Squelette de base d’un flavonoide [28]

1.2.1.3. Tanins

De structure complexe et d’'un gout astringent, les tanins sont des armes
dissuasives les plus importantes vis a vis des herbivores. lls sont présents dans
pratiguement tous les végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines,
feuilles, etc.). lls se divisent en deux grands groupes : les tanins hydrolysables,
constitués de glucides dont un radical hydroxyle est attaché a 'acide gallique par
une liaison ester, et les tanins condensés ou polymeéres de flavonoides, formés
d’'une ou plusieurs unités flavonoides reliées par des liaisons carbones non

hydrolysables (proanthocyanidines (Figure.1.2) [36] ; [26] ; [19].

Les tanins sont utilisés principalement pour le tannage du cuir, ils sont connus
comme étant des inhibiteurs de la digestion des herbivores, ce qui diminuerait la
valeur alimentaire de la plante. lls possédent aussi des propriétés antimicrobiennes
[37] ; [38] et Antioxydante [39].

Figure.1.2. Structure de la proanthocyanidine [40]
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1.2.1.4. Quinones

Ce sont des composés oxygénés issus de l'oxydation de phénols. Elles
contiennent un noyau benzéne sur lequel deux atomes d’oxygéne remplacent deux
atomes d’hydrogéne par formation de doubles liaisons (dieénes) (Figure.1.3) [21].
Elles assurent le transfert d’électrons lors de la photosynthése et sont souvent
associées a la différenciation des tissus végétaux [41] ; [42]. Elles sont aussi dotées
d’'un pouvoir protecteur contre les maladies cardiovasculaires [43] et les tumeurs
[44].

OH
OH

Figure.1.3. Structure du catéchol [45]

1.2.1.5. Coumarines

Isolées initialement de la féve tonka, elles appartiennent au groupe des benzo-
a-pyrone du fait de leur structure composée d'un anneau de benzéne joint a un
anneau de pyrone (Figure.1.4). La majorité existe sous des formes simples (libres
et solubles), et d’autres sous formes complexes [46] ; [21]. Umbelliferone, esculetin
et scopoletin sont les plus répandues dans la nature [47]. Les coumarines sont
connues pour étre des substances allélochimiques, jouant un réle dans la défense
et la protection contre les herbivores, les insectes et les microbes [48]. Elles
possédent aussi des propriétés pharmacologiques : antitumorale [49]; [50],

antiinflammatoire [51], etc.

5 4

6 N3

7 o) o)
8 1

Figure.1.4. Structure a-benzopyrone d’une coumarine [46]



25

1.2.1.6. Stilbénes

Produits par nombreuses espéeces végétales, ce sont des hydrocarbures
polycycliques dérivés de l'acide cinnamique. A partir de leur simple structure C6-
C2-C6, peut se former un grand nombre de composés [52] ; [53] ; [54]. Leur rble
chez les plantes n’est pas entierement élucidé, toutefois ils jouent un réle dissuasif
contre les herbivores [55], et possédent un pouvoir antimicrobien [56] et insecticide
[57]. Le resvératrol (Figure.1.5) présent dans les produits issus du raisin, est le
stilbéne le plus connu pour propriétés pharmacologiques. Il prévient et ralentit la
progression de maladies telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires [58] ;
[53] ; [59].

OH

HO

OH

Figure.1.5. Structure du resvératrol [52]

1.2.1.7.Lignanes

Les lignanes sont des phytocestrogénes présents dans les végétaux sous
forme de glycosides. lIs sont formés de deux unités phenypropanoides de structure
Ce-C3 reliées au centre par leur C8 (8-8') (Figure.1.6) [60] ; [61]. Elles sont trés
impliguées dans la défense des végétaux par leur action antimicrobienne et
antinutritive [21] et font aussi I'objet de plusieurs travaux pour leurs propriétés

antitumorale [62] et hépatoprotectrice [63], etc.

2 7 9
3
1 8
4 6
5
Phenylpropanoid Lignan structure
unit

Figure.1.6. Structure du phénylpropanoide et lignane [61]



Tableau.1.2. Classification des polyphénols [26] ; [25] ; [23]
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Nombre
de Classe Structure de base Exemple
carbone
OH
Phénols simples OH
Ce
Benzoquinones O:C>:O OH
(Cs) Resorcinol
CHO
Ce-C1 Acide benzoique @COOH OCH
OH
(Cg-Cy) Vanillin
Acétophénones @_«CH GOCH,
Ce-C> O
Acide COOH
phénylacétique

(Ce-Co) pHydroxyacetophenone

S WCOOH
Acide cinnamique
COOH
=
Phénylpropéne @ACHz
Ce-Cs . o.__0 OCH,
Coumarines @;j
Chromones e) :/QCOOH
| (Cg-Cs) Sinapoyl-(S)-malate
)
0 (0]
Ce-Cs4 Naphthoquinones @
OH O
(0] (Ce-C,) Juglone
o. o
OO
Ce-C1-Ce Xanthones HO Glu
(0]

(Cs-C4 Cs) Manglferln
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Stilbénes @\/ OH
/\© HoOC
Ce-C2-Cs O
i ¢
Anthraquinones HO
O‘O (C¢-C,-Cg) Lunularic acid
o)
. O
Flavonoides,
Ce-C3-Co .
Isoflavonoides
Lignanes
(Ce-Cs3)2
Neolignanes . .
Tanni Polyméres composés
annins A A
(C6-Ci)n d’acides phénoliques
hydrolysables X
et de sucres simples
HO OH OH
OH
HO OH
(Ce-Cy)s Tellimagrandin Il
OH
o X
Polyméres WA CH,0
(Ce-C3)n Lignines aromatiqygs , CHO
fortement réticulé j@ 0
HO (Cs-Cy), (+)-Pinoresinol

1.2.2. Les terpénes

Largement répandus dans le régne végétal, les terpénes englobent un trés

grand nombre de composés et surtout il est le groupe le plus important des

métabolites secondaires. Le plus simple est un hydrocarbure appelé Isopréne

(CsHsg) (Figure.1.7) [19]. lls regroupent des molécules de poids moléculaire faible,

volatiles, et aussi des molécules hautement polymérisées [21]. Selon le nombre

d’'unités d’isopréne, ils sont classés en :
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= Monoterpénes : 2 unités (C1o) : volatiles, a I'origine de I'odeur des plantes.
= Sesquiterpénes : 3 unités (C1s).

= Diterpénes : 4 unités (Coo).

* Triterpénes : 6 unités (Cso).

= Tetraterpénes : 8 unités (Cao) : représentés par les caroténoides.

= Polyterpénes : n>8 : dont le caoutchouc (n>100.000) [19].

Le groupe des terpénes inclus des hormones (Gibbérellines et acide
abscissique), des pigments caroténoides (Caroténe et xanthophylle), des stérols
(Ergostérol, sitostérol, cholestérol), des dérivées de stérols (Hétérosides
digitaliques), le latex (qui est a la base du caoutchouc naturel) ainsi qu’'une grande

partie des huiles essentielles [36].

CH
CH
Figure.1.7. Structure d’un isopréne [64]

Comme la plupart des polyphénols, les terpénes sont impliqués dans la
reproduction, la défense et la protection des végétaux et dans linhibition de la
germination des végétaux environnants [65]. lls sont aussi dotés de pouvoirs
pharmacologiques tels que l'activité antitumorale [66], antiulcéreuse [67]; [68],

antiinflammatoire [69] et antivirale [70].

1.2.2.1. L’huile essentielle (HE)

Elle est définie selon la Pharmacopée Francaise [71] comme étant un « produit
de composition généralement assez complexe renfermant les principes volatiles
contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation »,
et selon la Pharmacopée Européenne [72] comme étant un « produit odorant,
généralement de composition complexe obtenu a partir d’'une matiére premiére

végétale botaniquement définie ». En résumé, une huile essentielle est un liquide
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huileux, composé d’'un mélange de molécules volatiles responsables du gout et du

parfum des plantes aromatiques qui les produisent [73] ; [74] ; [74].

Elle est produite au niveau de tous les organes de la plante, a savoir, les fleurs,
feuilles, tiges, bourgeons, graines, fruits, racines, bois, écorce, etc.,
Les plantes qui la produisent possédent des structures spécialisées dans la
sécrétion et le stockage, qui se présenter sous forme de poils (Figure.1.8), de
canaux (Figure.1.9), de poches (Figure.1.10) ou bien tout simplement de cellules

(solitaires) a huiles essentielles. [76] ; [21].

Téte remplie d’essences

Cellule sécrétrice

Pied

Cellule de réserve

Epiderme

c

Figure.1.8. Les differents types de poils sécréteurs chez les végétaux: a. Poll
massif sécréteur [77] ; b. Poil glanduleux avec téte unicellulaire [78] ; c.
Poil unicellulaire urticant [79]

Figure.1.9. Schéma d’un canal sécréteur [77]
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epithelium oil cavity

b
Figure.1.10. Schéma de cavité sécrétrice : a. Schizogene ; b. Lysogene [80]

a

a. Composition des HE

La composition des HE difféere qualitativement et quantitativement d’une
espéce végétale a une autre, et d’'un organe a un autre dans la méme espéce, mais,
leurs constituants appartiennent a deux groupes bien distincts : les terpénoides et
les composés aromatiques dérivés du phénylpropane. En plus de ces deux
groupes, elles peuvent parfois contenir des produits issus de la dégradation des

constituants non volatils [21].

a.1.Terpénes et Terpenoides (isoprénoides)

Ce sont les plus fréequemment rencontrés dans les HE et essentiellement les
plus volatils d’entre eux, les monoterpénes et les sesquiterpénes. lls peuvent avoir
plusieurs fonctions: alcool, aldéhyde, cétone, ester, éther et phénol, et
aussi plusieurs structures : linéaire (acyclique) ou cyclique (mono, bi ou

polycyclique) (Tableau.1.3. et Tableau.1.4.) [21].



Tableau.1.3. Structure de quelques monoterpénes [76] ; [21] ; [81]

31

Acyclique Monocyclique Bicyclique
Myrcéne Terpinéne Camphéne
"
Carbure /J< </—> < G\/i
Geraniol Menthol Verbenol
Alcool CH;
~. _CH,0H -
HyC
| OH HsC
N
OH
Citronellal Perillaldehyde Myrtenal
/0
Aldéhyde —0
CHO Hyc
|
H4C
H,C CH;
Tagénone Carvone Fenchone
o
Cétone \ > \ 0
) ) y (D
—/ Yo
Propionate de linalyle | Acétate de menthyle | Acétate d’isobornyle
CH3
Ester o Y\/QH% )Oj\ HsC Cl—(l;,l_i3
RN
o]
b o | oo
H3C” “CH3 o
Eucalyptol
CH;,
Ether - -
o}
HsC~ “CH;,
Thymol
OH
Phénol - C : -
Ascaridole
Peroxyde - -

NN
/ &/




Tableau.1.4. Structure de quelques sesquiterpénes [82] ; [76] ; [21] ; [83]
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Acyclique Monocyclique Polycyclique
a-Farnéséne B-bisaboléne Azuléne
CH CH
Carbure ° °H
NN [N 0
CHs
Farnesol Bisabolol Viridiflorol
Z oH e CHs
Alcool A A >»”’fm.,,, OH
OH CHs
HsC
a-Sinensal Polygodial
CHO
Aldéhyde oo HooH - CHO
/\K\/ﬁ/\/ﬁ/&(,
Germacrone Nootkatone
- HsC
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a.2.Composés aromatiques

lls sont moins abondants que le premier groupe, ce sont des dérivés du
phénylpropane et possédent les mémes fonctions que celles des terpenoides
(Tableau.1.5.) :
méthyléne dioxy [83].

Alcool, Aldéhyde, Phénols, Composés méthoxy et Dérivés de
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Aldéhyde Alcool Phénols | Derives Composés de
méthoxy méthyléne dioxy
Cinnamaldehyde | Cinnamic alcohol | Chavicol Anethol Safrole
| -
/ =
©)
T HO OH O\CH3 /

a.3.Autres composés

En plus des terpénes, terpénoides et composés aromatiques, d’autres
composés peuvent entrer dans la composition des huiles essentielles. Ces
composés sont issus de la transformation des molécules non volatiles tels que les

acides gras et les terpénes [21].

b. Activités biologiques et pharmacologiques des HE

Les huiles essentielles jouent un réle trés important chez les plantes qui les
fabriquent. Elles sont impliquées dans la reproduction et la dispersion des espéces
végétales en attirant les pollinisateurs, et les protégent contre les microbes, les
insectes et les herbivores indésirables [76] ; [19]. Elles sont aussi dotées de
pouvoirs biologiques et pharmacologiques largement rapportés dans des études
antérieures. Ce sont d’excellents antimicrobiens et antioxydants, et elles possedent
des propriétés anticancéreuses, antinociceptives, antiinflammatoires, etc. [84];
[85]. Elles sont utilisées méme a I'échelle industrielle dans la fabrication des
parfums, savons et produits cosmétiques, et aussi dans la conservation et

I'aromatisation de certains aliments [86].

1.2.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des molécules hétérocycliques azotées, constituées d’au
moins un atome d’azote dans un noyau hétérocyclique (Figure.1.11). lls dérivent
principalement des acides aminés (phénylalanine, tyrosine, tryptophane, lysine, et

ornithine) et sont repartis en six classes [36] ; [64] :
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» Les benzyle isoquinolines : papavérine, berbérine morphine
» Les tropanes : atropine, cocaine

» Les indoles (noyau indole) : quinine

» Les pyrrolizidines (esters d’alcaloides) : sénécionine

» Les quinolizidines (dérivés de lysine) : nupharine, lupinine

» Les purines : caféine

lls sont connus pour leur réle défensif de par leur toxicité parfois violente vis a
vis des prédateurs, mais, plusieurs propriétés pharmacologiques leur sont
attribuées. A faible dose, ils peuvent avoir une action hypotensive (indoles),
antiarrhythmique (quinidine), antimalariale (quinine), anticancéreuse (vincristine),
antibiotique (berbérine), analgésique (morphine, cocaine) stimulante (caféine,
atropine), etc. [19] ; [87].

o
HC I
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C I ]
O/ \ N\
v CH,

CH,

b
Figure.1.11. Structure de quelques alcaloides : a) Caféine ; b) Berbérine [88]

1.2.4. Les hétérosides

Appelés aussi glycosides, ce sont des métabolites trés répandus dans le
regne vegeétal. lls se composent d’une unité non glucidique ou aglycone (génine) et
d’'un sucre (glycone), le plus souvent du glucose (Figure.1.12.). lls se divisent en
trois familles principales : hétérosides cyanogeénes, hétérosides cardiotoniques et
saponosides. Grace a leur structure ressemblante et sans étre des hétérosides
proprement dit, les glucosinolates forment une quatrieme famille qui s’ajoute aux

trois précédentes [89] ; [36].

1.2.4.1. Les hétérosides cyanogeénes

lls dérivent principalement de quatre acides aminés : la phénylalanine, la
tyrosine, la valine et l'isoleucine, mais aussi de la niacine. lls protégent les plantes

blessées par la libération du cyanure trés toxique suite a une hydrolyse [36].
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Figure.1.12. Structure de la Linamarine, un glycoside cyanogene [90]

1.2.4.2.Les hétérosides cardiotoniques (Cardénolides)

Dérivés de stérols, ils ont comme principale source les digitales. Ce sont des
poisons capables de provoquer des crises cardiaques [21]. lls sont formés de
sucres rares (parfois des désoxysucres) et d’'une génine a structure stéroidique a
laquelle est lié un anneau lactone (Figure.1.13). La digitaline est le cardénolide le
plus connu, elle a été longtemps utilisée dans le traitement des maladies
cardiovasculaires, pour sa capacité de diminuer ou de renforcer le rythme
cardiaque [89] ; [36].

Figure.1.13. Structure d’'un cardénolide [91]

1.2.4.3. Les saponosides (saponines)

Ce sont des terpénes glycosylés, caractérisés par leur gout amer et acre. lls
sont constitués d’un sucre hydrophile lié a un triterpéne ou un stéroide aglycone
hydrophobe (Figure.1.14) qui sont a l'origine de leurs propriétés tensioactives
(détergents) [36] ; [92].

Elles sont antimicrobiennes et provoquent des irritations gastriques chez les

herbivores qui les ingérent [36] ; [93]. Elles sont dotées de propriétés médicinales
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telles que, l'effet hypocholestérolémiant, anticoagulant, anticarcinogénique,
hépatoprotecteur, hypoglycémiant, immunomodulateur, neuroprotecteur, anti-

inflammatoire et antioxydant [94] ; [95].

21 25
26 mnnn
W 18 20 O——7" 27
T
J H '/\/co H 12 17/ 22 2 24
- | 2 19 -~ N __O
Ho, ~ | ] ) 1 11 13
2 14
HO / T 10‘ J 5
f OH 3 _r; 7
OH a 4 6 b

Figure.1.14. Structure des saponosides. a) acide madécassique : génine
triterpénique. b) Spirostane : génine stéroidique [21]

1.2.4.4. Les glucosinolates (Hétérosides soufrés)

Ce sont des composeés qui contiennent du soufre et de I'azote (Figure.1.15).
lls se caractérisent par le golt acre et I'odeur forte qu’ils conférent a la moutarde,
au chou, au brocoli, etc. lIs sont tous constitués de glucose, et different uniquement
par la nature de leur groupement R qui peut étre un méthyle ou, une longue chaine

linéaire ou ramifiée composée de structure aromatiques ou hétérocycles [36].

Les glucosinolates sont trés impliqués dans le caractére invasif des plantes,
un moyen de défense contre les microbes, les insectes et les plantes voisines [96].
lls possédent aussi plusieurs propriétés pharmacologiques tel que I'effet protecteur
vis a vis des substances cancérigenes, antifongique, antibactérien, antioxydante et

anti-inflammatoires, etc. [21] ; [97].

Figure.1.15. Structure générale d’un glucosinolate [98]



-
Tropanes Cardénolides
Behzyle

Isoquinolines
. > -
Indoles ‘

Saponosides
Meétabolites
secondaires

Glucosinolates|
-
Purines

{étérosid

Pyrrolizidines

Hétgosides
Quinolizidines

cyanogenes
Meno- ool t. .
Terpénes olyterpéenes

Segqui-

terpénes

I-ﬂlles

Essentielles

Figure.1.16. Récapitulatif des métabolites secondaires chez les végétaux
(MOUHEB, 2018)



38

1.3.Méthodes d’extraction des métabolites secondaires

La nature de léchantillon a extraire et le résultat que l'on désire
obtenir conditionnent fortement le choix de la technique d’extraction ; autrement dit,
avant de choisir la technique, il faut que la cible a extraire soit d’abord bien
déterminée. Cette cible peut étre un composé inconnu, un composé bien déterminég,
un groupe de métabolites ou bien tous les métabolites de la plante, etc. Il est
important aussi de bien choisir le solvant a utiliser, aqueux ou organique, polaire ou

apolaire, pour que ces métabolites soient extraits de la maniére la plus efficace [99].

Il existe différentes méthodes d’extraction, elles peuvent étre solide-liquide ou
bien liquide-liquide. L’extraction solide-liquide est la technique classique la plus
utilisée pour extraire les métabolites a partir d’'une poudre végétale immergée dans
un solvant. Son principe repose sur le fait que le solvant pénétre a I'intérieur des
cellules végétales pour solubiliser et entrainer les métabolites vers I'extérieur pour
enrichir le solvant. Le rendement en extrait de cette technique peut étre optimisé de
différentes maniéres, telles que la pulvérisation du matériel végétal, 'augmentation

de la température et I'agitation du solvant [100].

1.3.1. Extraction au Soxhlet

Le Soxhlet est un appareil qui permet I'extraction a chaud d’'un échantillon
solide par un solvant de maniére continue. |l est composé d’'un ballon, surmonté
d’'un extracteur sur lequel est placé un réfrigérant, et tout le dispositif est placé sur
une source de chaleur. Le solvant porté a ébullition dans le ballon s’évapore, puis
se condense au contact du réfrigérant et retombe goutte a goutte sur le matériel
végétal contenu dans une cartouche en cellulose placée dans [I'extracteur
(réceptacle). Lorsque le solvant atteint un volume donné, il est vidangé du
réceptacle par un systéme de siphonage pour revenir au ballon, entrainant avec lui
les métabolites extraits. A chaque siphonage, la concentration du solvant en
composés organiques augmente progressivement jusqu'a saturation. L’extraction

est terminée lorsque le solvant d’extraction devient clair [101] ; [102] ; [100].
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1.3.2. Décoction

L’extraction par décoction consiste a immerger le matériel végétal dans de
I'eau froide avant de porter le tout a ébullition quelques minutes. Le décocté est par

la suite obtenu aprés filtration [103].

1.3.3. Macération

La macération consiste a laisser tremper du matériel végétal dans un solvant,
pendant quelques jours dans un récipient fermé et a température ambiante. Le
mélange est brassé occasionnellement ou constamment. L’extraction étant
incompléte avec cette méthode, le marc végétal obtenu apres filtration est souvent
repris avec du solvant frais afin d’en extraire le maximum de métabolites [104];
[100].

1.3.4. Hydrodistillation

Le principe de cette méthode est basé sur I'entrainement continu par vapeur
d’eau des composés volatils de la plante, libérés aprés destruction des cellules
végeétales par I'eau bouillante. La vapeur d’eau chargée de I'essence se condense
dans le serpentin du réfrigérent et s’accumule dans un essencier. Les composés
insolubles dans I'eau sont décantés, et 'HE se sépare de I'eau par différence de
densité. L’'eau et les composés hydrosolubles forment ce qu’on appelle eau de
distillation ou hydrolat [100] ; [105]. L’HE est récupérée par le robinet de distribution

et déshumidifiée sur du sulfate de sodium anhydre.

1.4.Méthodes d’élimination des solvants d’extraction
1.4.1. Lyophilisation (cryodessiccation ou séchage froid)

La lyophilisation est une technique qui permet le séchage d’'un produit congelé
par sublimation. Ce processus est réalisé dans un lyophilisateur, sous vide et a
basse température (-50/-80°C). Le produit obtenu est ainsi stable et mieux conservé

avec la plupart de ses caractéristiques initiales [106] ; [107] ; [108] ; [109].
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1.4.2. Evaporation rotative

L’évaporateur rotatif est un appareil utilisé essentiellement pour I'élimination
rapide des solvants par distillation et ce, en combinant la température et la basse
pression. Le ballon contenant le solvant enrichis de métabolites est simultanément
mis en rotation et chauffé par un bain-marie réglé a une température adaptée au
solvant. Grace au vide créé par une pompe, le solvant s’évapore rapidement, se
condense au niveau du réfrigérant, puis il est recueilli dans un deuxiéme ballon fixé
a ce dernier [110] ; [111].

1.5.Méthodes d’analyse des extraits
1.5.1. Spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométrie UV-Visible est une technique analytique simple et
rapide largement utilisée pour les analyses quantitatives. Son principe repose sur
le fait qu’'une substance en solution absorbe ou émet un rayonnement a une
certaine longueur d’'onde dans le domaine du visible et du proche ultraviolet (300 et
800 nm), et que ce rayonnement absorbé permettra d’identifier la composition de la
substance (lamda max), de mesurer la concentration de ses composants, mais

aussi d’identifier les groupes fonctionnels des molécules [112] ; [113].

1.5.2. Chromatographie

C’est une méthode utilisée pour séparer les composants d’un mélange
complexe, en se reposant particulierement sur le phénoméne d’adsorption
physique. Elle est constituée de deux phases : une phase stationnaire (solide ou
liquide) par laquelle passe une phase mobile (gaz ou liquide) qui transporte les

composants [114] ; [115].

1.5.2.1. Chromatographie a échange d’ions (CEl)

La CEIl permet la séparation des ions et des composés polaires selon leur
charge ionique. Les particules a séparer sont entrainées par une phase mobile
ionique a travers une résine échangeuse d’ions, sur laquelle sont fixés des

groupements fonctionnels chargés. L’échange des ions se fait par la compétition a
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'adsorption, entre les contre-ions (échangeables) apportés par I'éluant et les
particules de I'échantillon a charge similaire selon leur degré d’affinité, et ce, en
méme temps que I'élution des contre-ions et les ions de I'échantillon a charge
opposée. Par la suite, la désorption des particules fixées se fait graduellement par
I'éluant selon leur degré d’affinité pour la colonne. Les particules sont détectées a
leur sortie de la colonne via un détecteur généralement de type conductimétre
(Figure.1.17) [116] ; [117].

Injecteur Chromatogramme

Pompe a Phase stationnaire Détecteur
‘ haute pressmn (Colonne) Suppresseur
Phase [ F—
mobile Contre - %
(Eluant) ions (:) + @ =
I @ Traitement
ons aﬁ des données
séparer + @ + + - + + +
Flux de_ + + - + + +
I’éluant | 4 @ +| 1+ @ + +@ +
i +0O) + + @ +| |+ +
ations
fixés sur >t @ + + + - +
la colonne |+ + ¢ + ¢ +
Fixation des Fixation des anions Elution des anions
contre-anions de I’échantillon et par degrés d’affinité
sur la colonne ¢élution des cations
et des contre-anions

Figure.1.17. Représentation schématique de 'appareillage et du principe de la
CEl (Originale, 2018)

1.5.2.2. Chromatographie gazeuse (GC)

La GC permet de séparer des composés volatils liquides ou solides
thermiquement stables. Les molécules a séparer sont vaporisées a travers un
injecteur a haute température et véhiculées par un gaz inerte sous pression,
souvent de I'hélium ; a travers une colonne dont la paroi interne est soit recouverte
d’un film chimique (phase solide), soit remplie d’un liquide non volatil et insoluble
fortement adsorbé sur un support solide (phase liquide). Les molécules séparées

selon le principe d’absorption ou de partition, migrent dans la colonne a des vitesses
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différentes en fonction de leur volatilité et leur affinité (polarité) pour celle-ci : plus
leur affinité est forte et/ou sont moins volatiles, plus elles mettront du temps pour

migrer et vice-versa (Figure.1.18) [118] ; [119].

Chromatographie Spectrophotometre
gazeuse (GC) de masse (MS)
o |
Gy Injecteur Thermostat  Ligne de Analyseur Chromatogramme
vectenr (Four GC)  transfert de masse

{ Colonne
Débitmeétre |

_

A=
T 1

[
, T —_—
Source Détecteur LIS, —~
d’ionisation Analyse dans les

Bases de données

\ﬁparation par adsorption ‘ Séparation par partition

Colonne

Phase solide Phase liquide

Molécules avec
moins d’affinité Molécules Dissoutes

Molécules dans la phase liquide

adsorbées

Flux de la phase mobile

Figure.1.18. Représentation schématique de 'appareillage et du principe de la
séparation dans une GC-MS (Originale, 2018).

1.5.2.3. La spectrophotométrie de masse (MS)

La MS est une technique d’analyse trés sensible, qui permet de déterminer la
masse moléculaire des molécules analysées ainsi que leur identification et leur
quantification méme a I'état de trace. Elle se base sur I'ionisation et la fragmentation
d’'une molécule (Figure.1.19), suivies de la détermination de la nature et

'abondance de I'ensemble des ions formés [120].

Son association a la GC est trés avantageux : le chromatographe sépare les
constituants du mélange a analyser, alors que le spectrométre détermine la masse
des éléments, permettant ainsi de les identifier. La technique GC-MS est dotée de
logiciels, qui permettent la comparaison automatique des spectres obtenus avec le

contenu des bibliothéques spectrales qui ne cessent de se mettre a jour [121].
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Figure.1.19. Principe de la spectrophotométrie de masse (Adaptée de [122])

1.6.Quelques activités biologiques et pharmacologiques des plantes médicinales
1.6.1. Activité antimicrobienne

Le traitement et la prévention contre les infections microbiennes se basent
principalement sur l'utilisation d’antimicrobiens qui exercent une toxicité inhibitrice
sélective, temporaire ou permanente contre les microbes en cause, et ce, sans étre
nuisibles ou toxiques aux cellules de I'organisme héte. Ces antimicrobiens peuvent
étre soit naturels, lorsqu'ils sont élaborés par des microorganismes ;
semisynthétiques, lorsque les antimicrobiens naturels subissent des modifications
chimiques ; ou bien synthétiques, lorsqu’ils sont entierement de synthése chimique
[123] ; [124] ; [125].

Cependant, malgré l'efficacité de ces antimicrobiens, leur utilisation abusive,
inappropriée et parfois méme inutile, a été responsable de I'apparition et
'augmentation inquiétante de résistances et surtout des multirésistances
bactériennes [123] ; [126].

Face a la perte d’efficacité et aux innombrables effets secondaires de la
majorité d’antibiotiques disponibles, et surtout face a 'émergence des bacteries
multirésistantes, il est trés important et dans 'urgence d’élaborer et d’appliquer des
stratégies efficaces pour lutter contre ces phénoménes, d’ou la nécessité de
découvrir de nouvelles substances ou molécules avec de nouveaux mécanismes

d’action inconnus des microorganismes [127] ; [128] ; [129].
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Les plantes élaborent plus de 100 000 métabolites secondaires différents, dont
plusieurs posséderaient un effet antibiotique qui mérite d’étre investigué de maniére
plus approfondie [130] ; [131].

Plusieurs études concernant lactivité antimicrobienne des métabolites
végétaux, ont montré que les plantes pourraient étre une potentielle source de
nouveaux prototypes d'antibiotiques [132]. Les mécanismes impliqués dans l'effet
antimicrobien de chaque métabolite sont probablement trés complexes et plusieurs
hypothéses les concernant ont été avancées. Les différents métabolites pourraient
agir sur la paroi bactérienne en perturbant son organisation [133], sur la membrane
cytoplasmique en s’intercalant dans la bicouche lipidique [134] ; [135], en inhibant
des enzymes par des composants oxydés [133], en inhibant la synthése des acides

nucléiques et le métabolisme énergétique [136], etc.

1.6.1.1. Tests de sensibilité aux antimicrobiens

Le test le plus couramment utilisé pour déterminer la sensibilité d’'une souche
microbienne vis a vis d’'un antimicrobien est la méthode de 'antibiogramme. Son
objectif consiste a prédire le résultat d’'un traitement par un antimicrobien contre une
souche identifiée ou non, mais aussi d’orienter le clinicien dans le choix de
I'antimicrobien a administrer ou a prescrire. Les méthodes les plus utilisées pour
tester cette sensibilité sont le test de diffusion par disque sur milieu gélosé solide

(qualitative) et le test de dilutions en milieu gélosé solide (quantitative).

La méthode de diffusion par disque sur milieu gélosé solide permet de classer
une souche dans l'une des cinq catégories de susceptibilité selon le Clinical and
Laboratory Standards Institute [137] :

1. Susceptible ou sensible (S) : signifie qu’il y a une forte probabilité que
I'antimicrobien soit efficace avec la dose testée.

2. Susceptible a dose dépendant (SDD) : signifie que I'antimicrobien testé serait
efficace a un dosage plus élevé et/ou plus fréquent sans qu’il y ait de risque

pour le patient.
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3. Intermédiaire (l) : cette catégorie peut avoir plusieurs interprétations :
» L’antimicrobien testé serait efficace a un dosage plus élevé en étant concentré
dans le site de l'infection et sans qu’il y ait de risques pour le patient.
»Si la partie corporelle cible est difficile d’accés pour I'antimicrobien, son
utilisation nécessite une extréme prudence.
= Qualifiée parfois de ‘zone tampon’ car elle tient compte des incertitudes
techniques et biologiques. Selon cette interprétation le succées du traitement
est imprévisible car, soit la souche microbienne est faiblement résistante in
vitro et est classée comme susceptible alors qu’elles pourraient étre
résistantes in vivo et conduirait a I'échec du traitement; soit que sa
résistance in vitro n’est pas suffisante pour la classer comme résistante mais
pourrait étre suffisamment faible pour que le traitement fonctionne.
4. Résistante (R) : signifie que I'antimicrobien testé est inefficace.
5. Non susceptible (NS) : lorsque aucun seuil de résistance ne lui a été défini vis
a vis d’'un antimicrobien a cause de l'absence ou la rareté de souches
résistantes. [138] ; [139] ; [140].

La seconde méthode permet de déterminer la concentration de I'antimicrobien
la plus faible capable d’inhiber un développement visible d’une souche microbienne.

Les résultats sont rapportés en microgrammes par millilitre (ug/ml) [139].

Dans les deux méthodes, les catégories sont établies par comparaison a des
interprétations standards recommandées par le CLSI (Clinical & Laboratory
Standards Institut) ou IEUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing).

1.6.1.2. Généralités sur les souches testées

Dans le souci de tester I'effet antimicrobien des différents extraits d’Ajuga iva,
nous présentons brievement dans cette partie, des généralités résumées dans le

Tableau.1.6., sur 'ensemble des espéces microbiennes testées,



Tableau.1.6. Récapitulatif des espéces microbiennes testées [143] ; [144] ; [145] ; [146]

Bacteries
Gram Nom Famille / genre Description Habitat Pouvoir pathogéne
_ . Colibacille Ubiquitaire, Infections urinaires
Escherichia coli : Commensal du tube C . .
) Mobiles . . Gastroentérites et diarrhées
Enterobacteriaceae digestif
MEEFR Salmonella spp Bam!le Paras_lte d,e : homme Gastroentérites, Toxiinfection
Mobile Intestins d’animaux
p Bacille Infections nosocomiales diverses,
seudomonas . S e L .
aeruginosa Pseudomonadaceae Moblle_ _ Saprophyte ubiquitaire resp!rat_owes, urinaires cutanées,
Aérobie strict méningites, otites,
Bacilles Pneumonies, bactériémies,
Bacillus subtilis Bacillaceae Sporulant Ubiquitaire septicémies, infections
i P alimentaires
Positif . P —— - :
Staphylococcaceas Cocci _ Flore commensale Toxiinfection, infections cutanées
Staphylococcus aureus Immobile opportuniste de la peau | purulentes, syndrome de choc
Groupées en amas | et des muqueuses toxique, septicémies
Champignons
Filamenteux,
Hyphes septés et
ramifiés en
. . . . . myceélium, Lo Otomycose, ,
Moisissure | Aspergillus niger Aspergillus Conidiophore a téte Saprophyte ubiquitaire | Infections pulmonaires
vésiculaire
entourée de
phialides
Commensale Infections des muqueuses
Levure Candida albicans Candida Levure unicellulaire | saprophyte obligatoire | digestives et gynécologiques,

chez ’lhomme

candidemies




47

1.6.2. Activité antioxydante
1.6.2.1.Les radicaux libres

Contrairement a une molécule normale, les radicaux libres sont des molécules
instables, possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur leur couche externe
(Figure.1.20). Pour s’apparier et se stabiliser, ils prennent leur électron manquant
a partir d’'une autre molécule. L’absence de cet électron les rends trés réactifs
chimiquement, et leur permet de générer rapidement d’autres radicaux libres en

oxydant et endommageant d’avantage d’autres molécules.

Les radicaux libres auxquels nous sommes constamment exposés peuvent
avoir diverses provenances. Leurs sources sont soit exogénes, tels que les rayons
X, les rayons ultraviolets, les polluants, les pesticides, les herbicides, certains
composants alimentaires, la fumée de cigarette, produits chimiques toxiques, etc,
ou bien endogenes tels que le métabolisme cellulaire et l'inflammation. [147];
[148]; [149] ; [150].

lls existent une multitude de radicaux libres ; les plus courant dans 'organisme
vivant sont les ROS ou Espéces Réactives d’Oxygéne. D’aprées GADOTH et
GOBEL, [151], 1 a 5% de l'oxygéne qui entre a lintérieur des cellules pour la
production d’énergie, sont partiellement réduits en ROS. lls sont produits
naturellement dans la mitochondrie, le cytosol et les organites cellulaires et jouent
le réle important d’'intermédiaires au cours de nombreuses réactions. [152] ; [153] ;
[154] ; [151]. lls interviennent dans I'activation des génes de défense, la destruction
des microorganismes lors d’une infection, la communication intracellulaire, le

processus inflammatoire, etc. [155] ; [156] ; [150].
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Figure.1.20. Représentation shématique d’'une molécule stable et un radical libre
(Originale, 2018).

1.6.2.2.Les antioxydants

Ce sont des substances ou molécules capables méme en trés faible quantités,
de prévenir ou de retarder l'oxydation de molécules facilement oxydables
(Figure.1.21) [157] ; [158]. Les antioxydants peuvent étre soit d’origine endogéne,
synthétisés par les cellules de [lorganisme, tels que les facteurs
spécifiques (glutathion, l'acide urique) et les enzymes (catalase, superoxyde
dismutase, glutathion réductase, etc) [157], ou bien d’origine exogéne, apportés
principalement via l'alimentation (vitamines E, C et B2, les caroténoides, les
flavonoides, les polyphénols, les terpénes, minéraux et oligoéléments, etc.) [159] ;
[160] ; [161].

Electron
non apparié¢

@ e @
‘
.

Molécule antioxydante Radical libre

Figure.1.21. Neutralisation d’'un radical libre par un antioxydant (Originale, 2018).
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Le mécanisme de défense des antioxydants consiste principalement a:
éliminer ou délocaliser I'O2 pour diminuer sa concentration, piéger les ROS ou leurs
précurseurs, décomposer les peroxydes en produits non radicalaires, se lier aux
ions métalliques nécessaires a la génération des ROS, absorber les UV’s, etc.
[162] ; [163].

1.6.2.3.Le stress oxydant

Depuis quelques années, le stress oxydant ou oxydatif est devenu un concept
d’actualité sur lequel la recherche scientifique se concentre, vu qu’il est incriminé
dans [l'apparition de nombreuses maladies humaines chroniques liées au

vieillissement, telle que les maladies neurodégénératives et le cancer.

Une cellule produit continuellement en petites quantités les radicaux libres
(composés prooxydants) nécessaires a son métabolisme et en méme temps, elle
produit les antioxydants pour pouvoir les éliminer, c’est une réaction
d’oxydoréduction tout a fait normale. Parfois, cet équilibre physiologique subtil est
rompu et I'organisme n’arrive plus a se défendre contre les agressions de ces
radicaux libres, a cause de leur surproduction ou bien a cause d’'un déficit en
antioxydants. Ce déséquilibre peut étre réversible si les systéemes antioxydants
reprennent le dessus [164] ; [165] ; [150], mais dans le cas contraire, les radicaux
libres peuvent causer des dommages oxydatifs trés importants a ’ADN (mutations,
endommagement des chromosomes), initier la peroxydation des lipides
membranaires et la dégradation des polysaccharides et inhibe certaines enzymes

clés, etc., provoquant ainsi apoptose, nécrose et mort cellulaire [155] ; [156] ; [150].

1.6.3. Activité antiinflammatoire
1.6.3.1. L’'inflammation

L’'inflammation est une réponse immunitaire tout a fait naturelle qui se
manifeste suite aux diverses agressions que peut subir un tissu : une blessure, une
nécrose cellulaire, une infection microbienne, un corps étranger ou bien une

réponse immunitaire [166]. Elle est caractérisée par quatre phénoménes typiques :
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Tuméfaction, douleur, chaleur et rougeur [167], dus au déclanchement d’'une série
de réactions physiologiques cellulaires trés complexes, pour neutraliser la source

de I'agression et réparer les dommages tissulaires causés [168] ; [169].

Le déclanchement du processus inflammatoire est régulé par I'intervention de
plusieurs composants dont chacun posséde un rdle bien précis. Tout d’abord il y a
les inducteurs de l'inflammation ; ce sont des signaux détectés par les capteurs
spécialisés et sont responsables du déclenchement de la réponse inflammatoire
par la production de médiateurs. Ces derniers, permettent le recrutement et la

stimulation des cellules effectrices impliquées dans l'inflammation [170].

Les inducteurs peuvent étre d’origine exogéne tels que les motifs moléculaires
associés aux agents pathogénes ou PAMP, les facteurs de virulence, les
allergénes, les irritants et les composés toxiques [171], ou bien endogénes,
produits par des tissus endommagés, comme par exemple la fuite de certains
composants membranaires lors d’'une mort cellulaire, ou bien des fragments issus

de la décomposition de certains polyméres (Figure.1.22) [170].

Les médiateurs, dont la production est stimulée par les inducteurs, peuvent
dériver de protéines plasmatiques ou sont secrétés par des cellules, telles que des
leucocytes spécialisés ou des cellules du tissu lésé. lIs jouent un rdle principal dans
'augmentation de la perméabilité vasculaire et selon le besoin, la vasodilatation ou
la vasoconstriction, et le recrutement des cellules effectrices [166]. Parmi ces
médiateurs (Figure.1.23), il y a les amines vasoactives (histamine, sérotonine),
les peptides vasoactifs (substance P, bradykinine, fibrine), les fragments du
complément (anaphylatoxines), les médiateurs lipidiques : les prostaglandines
(PGE2 et PGI2) et thromboxanes, les facteurs activant les plaquettes, Les
cytokines inflammatoires : TNF (Tumor Necrosis Factor) et les interleukines IL-1,
IL-6, et IL-17, les chimiokines ou chémokines et Les enzymes

protéolytiques (Elastine, cathepsines) [170] ; [166].
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Les cellules effectrices (Figure.1.23) : ce sont toutes les cellules impliquées
dans I'inflammation. Elles peuvent faire partie soit des cellules du tissu |ésé ou bien

des cellules immunitaires recrutées par les médiateurs de I'inflammation [172].

1.6.3.2. Etapes de l'inflammation aigué (Figure.1.24)

1- Reconnaissance ou phase tissulaire : le stimuli est d’abord reconnu par des
cellules locales ou par des molécules dans la circulation sanguine. Les cellules
de reconnaissance expriment sur leur surface membranaire des récepteurs
spécifiques au stimuli, et déclenchent la production de médiateurs pro-
inflammation afin d’amplifier la réponse immunitaire [170] ; [166].

2- Recrutement ou phase vasculaire: les médiateurs provoquent une
augmentation de la perméabilité vasculaire (exsudat), afin de diluer les facteurs
nocifs, de capturer et de recruter davantage vers le site I1ésé des éléments du
systéme immunitaire en circulation, principalement des leucocytes neutrophiles,
les anticorps et le complément. [173] ; [166].

3- Elimination de I’agent nuisible ou phase effectrice : une fois la cible atteinte,
les neutrophiles tenteront de détruire I'agent nuisible en libérant leur puissant
contenu en molécules toxiques et granules, telles que les radicaux libres (ROS),
la protéinase, etc. [174] ; [175] ; [170].

4- Régulation de la réponse : si la réponse inflammatoire aigué est suffisante, la
phase de la régulation est déclenchée par le passage des prostaglandines pro-
inflammatoires aux lipoxines antiinflammatoires, qui inhibent le recrutement des
neutrophiles et favorisent celui des monocytes essentiels a I'étape de résolution
et de réparation [170] ; [166].

5- Résolution de I'inflammation et réparation des dommages : Cette phase
dépend du degré des lésions tissulaires. Elle débute par I'élimination des
cellules mortes et des microbes (si présents) par les macrophages, puis la
résorption de I'cedéme liquidien par les lymphatiques, et ensuite le remodelage
des tissus endommagés avec lintervention combinée des résolvines, des
protectines, maresines et les facteurs de croissances produits par les cellules

endothéliales et les macrophages [176] ; [177] ; [178].
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Dans le cas ou la réponse inflammatoire aigué ne parvient pas a neutraliser le
stimuli, la réaction inflammatoire persiste et le recrutement des macrophages se
fera davantage avec les lymphocytes T si nécessaire, et évoluera en inflammation
chronique par la formation de granulomes, ou les macrophages incapables de
détruire le stimuli, I'entoure de plusieurs couches et 'emprisonne, dans le seul but
de protéger I'hote [179] ; [166].

. . *PAMP
Microbiens —— .
*Facteurs de virulence
Exogenes -
» Allergenes
Non * Irritants
microbiens * corps étrangers
* Composés toxiques
Inducteurs
Dérivés des
cellules
[ — . Slgnau'x en\'/oyes par des cellules
. stressées, défectueuses ou mortes et
Endogenes o, des tissus endommagés
Delilves du * Cristaux endogenes
plasma * Produits issus de la ruptures de la MEC
Dérivés
MEC

Figure.1.22. Les inducteurs de l'inflammation. MEC : matrice extracellulaire [170]
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a in secretory granules | Serotonin Platelets
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2 —
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3\ Leukotrienes All leukocytes, mast cells
N Newly synthetized Platelet-activating factor All leukocytes, EC
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Cytokines Macrophages, lymphcytes, EC, mast cells
| Neuropeptides Leukocytes, mast cells
[ c3a anaphylatoxines
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activation Cc3b

|_C5b-9 (membrane attack complex)

Factor XIl (Hagman Kinin system (bradykinin)
factor) activation L Coagulation / fibrinolysis system

PLASMA PROTEIN-DERIVED

(major source)

Figure.1.23. Les médiateurs et effecteurs de l'inflammation. CE, cellules
endothéliales [172]
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Figure.1.24. Etapes de l'inflammation aigué [166].

1.6.3.3. Les antiinflammatoires

Ce sont des médicaments utilisés pour soulager les douleurs, la fievre et
linflammation [180]. Leurs cibles principales sont les molécules clefs dans la
physiopathologie de la réaction inflammatoire [167]. Les antiinflammatoires se

répartissent en deux classes principales :

1- Les antiinflammatoires stéroidiens (AIS) : ce sont des substances dérivées
du cortisol, principalement le glucocorticoide (Gc) surrénalien [181]. llIs
inhibent particuliérement les événements initiaux d'une réponse inflammatoire

et favorisent aussi la résolution de l'inflammation [182].
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2- Les antiinflammatoires non stéroidiens (AINS): regroupent les
médicaments qui, a faible dose produisent un effet analgésique et
antipyrétique et a plus forte dose des effets anti-inflammatoires [183]. lIs
agissent principalement comme inhibiteurs des enzymes cyclooxygénase
(COX-1 et COX-2) qui interviennent dans la synthése de la prostaglandine
(Prostaglandine E2 (PGE2) et prostacycline (PGl2) incriminées dans la
douleur, la fievre et I'inflammation. Les AINS les plus connus sont I'aspirine, le

diclofenac, I'ibuproféne et 'indométacine [184] ; [185] ; [186].

Bien que les antiinflammatoires exercent un une bonne activité thérapeutique,
cependant ils peuvent étre responsables de beaucoup d’effets indésirables parfois
graves. Les Gc utilisés a long terme peuvent causer une ostéoporose, des maladies

meétaboliques et maladies cardiovasculaires [187] ; [188] ; [189] ; [190].

Les effets secondaires des AINS sont nombreux. lls inhibent non seulement
la réaction inflammatoire, mais également la production gastrique, plaquettaire et
rénale des prostaglandines impliquées dans la cytoprotection gastrique, I'agrégation
plaquettaire, l'autorégulation vasculaire rénale et l'induction du travail. Leurs effets
indésirables concernent tout particulierement le tractus gastro-intestinal, mais

également le foie, les reins, la rate, le sang et la moelle osseuse [191].

1.6.4. Activité antipyrétique
1.6.4.1.La fievre et 'hyperthermie

Appelée aussi pyrexie, la fievre est définie par la Commission de la Physiologie
Thermique de I'Union Internationale des Sciences Physiologiques (CPTUISP), [192]
comme étant « un état de température centrale élevée, qui fait souvent, mais pas
nécessairement, partie des réactions de défense des organismes multicellulaires
(héte), a une invasion par une matiére vivante (microorganismes) ou inanimée,
reconnue comme pathogéne ou étrangere par I'héte ». La fievre est donc un
mécanisme de défense tout a fait naturel, causée par certaines conditions bégnines
ou pas, et elle est souvent accompagnée de plusieurs symptomes a savoir, la

transpiration, des frissons, une sensation de froid, etc. [193].
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En cas de fievre, 'augmentation de la température centrale est généralement
liée a une modification des caractéristiques du thermocontréleur (thermostat) qui
entraine une élévation du point de consigne hypothalamique [194]. Elle est
engendrée par des agents dits pyrogenes. Ces pyrogenes sont d’'une origine soit
exogene (ex. toxine bactérienne) ou bien endogéne, fabriquées par les cellules de

I'organisme comme les cytokines et la prostaglandine [193].

La réaction fébrile est principalement déclenchée suite a la reconnaissance de
modeéles moléculaires associés a des dommages (DAMP) ou a un agent pathogéne
(PAMP) par les récepteurs spécifiques, entrainant I'activation des cellules
immunitaires innées [195], qui libérent principalement la cytokine pro inflammatoire
I'lL-1, qui active la transcription des génes codant pour des protéines pyrogénes
endogeénes telles que, le TNFo, I'lL-1, I'IL6, INF, la COX-2, PGE: etc. (Figure.1.25)
[196] ; [197].

1.6.4.2.Le contrble physiologique de la fievre et les antipyrétiques

L’organisme est doté d’un systéme central de régulation physiologique qui fait
intervenir des médiateurs antipyrétiques ou cryogénes, capables de limiter la
hausse de température, afin de se protéger des conséquences potentiellement
graves d’'une fievre élevée qui dépasse les 41°C [198]; [199]. Parmi ces
substances, il y a I'arginine vasopressine (hormone stimulatrice des mélanocytes),
les glucocorticoides [198], I'a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH), La
lipocortine-1 (protéine anti-inflammatoire trés puissante), les cytokines IL-1p ,IL-10,
TNF« et le cytochrome P-450 [200] ; [201] ; [202] ; [203].

Par contre, dans certains cas, la fievre peut étre trés néfaste a cause des
complications qu’elle peut engendrer [204], telles que les convulsions fébriles [205],
malformations congénitales [204], dommages cérébraux, déshydratation, et parfois
méme le décés de la personne atteinte [206], d’'ou la nécessité urgente de faire

baisser la température.
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Les antipyrétiques sont des médicaments utilisés pour arréter ou inverser
'augmentation de la température centrale induite par les cytokines de la fiévre.
L’action de la plupart d’entre eux repose sur leur capacité a inhiber la COX par
compétition avec I'acide arachidonique et par conséquent la production des PGE->
dans I'hypothalamus [185]; [191]. Les antipyrétiques les plus utilisés sont

'acétaminophéne, I'acide acétylsalicylique, I'ibuproféne et le kétoprofene [207].
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Figure.1.25. Induction de la fievre durant une infection [195]

1.6.5. Activité antalgique
1.6.5.1.La douleur

La douleur est une perception sensorielle subjective complexe, définie par
I'International Association for Study of Pain (IASP), [208] comme étant « une
expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, associée a une lésion tissulaire
réelle ou potentielle, ou décrite en des termes impliquant une telle Iésion ». Ceci
signifie que la personne atteinte peut présenter des Iésions visibles (a I'ceil ou apreés
examen meédical), des Iésions guéries ou bien ne présente pas du tout de Iésion

(cas de crampe) [209].
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Selon la durée d’évolution, la douleur peut étre aigue ou bien chronique.

a. Douleur aigué : C’est une douleur récente qui représente un signal d’alarme
important que l'organisme envoie lorsque quelque chose ne va pas. Elle est
rencontrée dans une multitude de circonstances telles que, 'accouchement, une
intervention chirurgicale, un traumatisme, etc. [209]. Elle est considérée comme
une douleur nociceptive, généralement provoquée par une Iésion tissulaire, et
s’atténue d’elle méme avec la guérison et le repos [210].

b. Douleur chronique : C’est une douleur omniprésente qui persiste au-dela de
trois mois. Elle est considérée comme une douleur neuropathique, qui peut durer
méme apres guérison des Iésions en cause [210]. Ce type de douleur peut avoir
des répercussions psychologiques, professionnelles, sociales et familiales, étant

donné qu’elle sera la préoccupation essentielle de la personne atteinte [211].

1.6.5.2. Composants du systéme nociceptif

a. Les nocicepteurs : ce sont les terminaisons nerveuses libres non myélinisées
de neurones sensoriels. lls sont présents dans tous les tissus et réagissent aux
divers stimuli douloureux, en les décodant et transformant sous forme d’influx
nerveux [212] ; [213].

b. Les fibres nerveuses afférentes : elles transmettent I'influx nerveux des
nocicepteurs vers I'un des centres nerveux (cerveau et moelle épiniere) [214].

c. Systeme de voies ascendantes ou afférentes : c’est un faisceau de fibres
responsables du traitement de l'information nociceptive et sa propagation
centrale vers diverses régions du cerveau (thalamus et cortex) [212].

d. Systéeme de voies descendantes : son principal réle est l'inhibition du signal
nociceptif ascendant, en mettant en jeu certains neurotransmetteurs clés tels que

la noradrénaline et la sérotonine (5-HT) [215].

1.6.5.3. Les voies de la douleur nociceptive

La douleur nociceptive est en réalité une construction du cerveau. En effet,
elle ne se produit pas dans les tissus périphériques Iésés, mais c’est le cerveau qui,
suite a la réception de signaux afférents issus des nocicepteurs via les fibres

neuronales, assemble une sensation de douleur [216].
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Le transport de I'information nociceptive de la périphérie vers le SNC implique
trois types de neurones. Le premier capte le message nociceptif de la périphérie, le
transforme en impulsions électriques, puis le véhicule par le biais de fibres
nerveuses vers la moelle épiniere ou les cellules nerveuses peuvent déja envoyer
a travers les fibres motrices, un message provoquant un réflexe involontaire de
retrait face a la source de la douleur. Le second types de neurones prend le relai et
transmet les impulsions électriques vers le noyau du thalamus, ou aura lieu leur
transmission aux neurones du troisieme ordre [214]; [217] qui a leur tour, les
conduiront a la fois au cortex pariétal ou elles seront décryptées et analysées
(localisation, intensité, durée, etc.), et au cortex frontal ou sera créé le souvenir de
la douleur [218].

En présence de lésion tissulaire ou une inflammation, la sensibilité des
nocicepteurs et la perception de la douleur sont augmentées a cause de la libération
des médiateurs inflammatoires par le tissu lésé et les cellules du systéme
immunitaire tels que, les bradykinines, les prostaglandines, le TNF, les IL, INF et
I'histamine, mais aussi des neurotransmetteurs tels que la sérotonine et 'ATP et
bien d’autres substances (Figure.1.26) [213] ; [185].
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Figure.1.26. Activation nociceptive des neurones. 5-HT, 5-hydroxytryptamine; ATP,
adenosine triphosphate; CGRP, calcitonin gene-related peptide; DRG,
dorsal root ganglion; NGF, nerve growth factor. (Adaptée de Julius D,
Basbaum A | 2001 Nature 413, 203-210 par [191]



59

1.6.5.4. Inhibition de la douleur nociceptive
1.6.5.4.1.Inhibition endogéne

Naturellement, I'organisme est capable d’inhiber la douleur nociceptive en
faisant intervenir des peptides opioides (opioides endogénes) [219] trés largement
distribués dans le SNC tels que, la béta-endorphine, les met-enképhaline et leu-
enképhaline (encéphalines), les dynorphines et les néoendorphines qui se fixent sur
les récepteurs spécifiques aux opiacés, présents sur les terminaisons périphériques
des fibres sensorielles [220] ; [221].

1.6.5.4.2.Inhibition exogéne par des antalgiques
L’OMS a répartis les antalgiques en trois classes [218] :

a. Antalgiques de palier 1 : ce sont des antalgiques non morphiniques utilisés pour
calmer les douleurs périphériques Iégéres a modérées tel que le paracétamol,
I'aspirine et autres AINS.

b. Antalgiques de palier 2 : ce sont des antalgiques opioides (ou morphoniques)
faibles, utilisés en cas de douleurs modérées a intenses : codéine, tramadol.

c. Antalgiques de palier 3 : ce sont des antalgiques opioides forts, utilisés pour
traiter les douleurs intenses a trés intenses sur lesquels les antalgiques du paliers

2 ne fonctionnent plus : Morphine, oxycodone.

1.6.6. Les plantes a activité antiinflammatoires, antalgiques, antipyrétiques

Depuis des siécles, un bon nombre de plantes sont utilisées dans le monde
entier pour traiter diverses pathologies. Aujourd’hui leurs composés bioactifs sont
de plus en plus investigués pour rechercher de nouvelles molécules avec un effet
thérapeutique potentiel et pour développer de nouveaux médicaments avec moins
d’effets secondaires. Plusieurs plantes et leurs dérivés sont progressivement
utilisés en tant que médicaments complémentaires dans le traitement de
linflammation, la fiévre, les douleurs, etc., (Tableau.1.7) suite aux résultats

concluants d’études cliniques et expérimentales [222] ; [223].



Tableau.1.7. Plantes a activité antiinflammatoire, antalgique et antipyrétique

Activité

Plante

Reference

Antiinflammatoire

Curcuma longa

[224] ; [225] ; [226]

Zingiber officinale

[227] ; [228] : [229]

Rosmarinus officinalis

[230] ; [231]

Urtica dioica

[232] ; [233]

Salvia officinalis

[234] ; [235]

Elaeagnus angustifolia

[236] ; [237]

Olea europaea

[238] : [239]

Dodonaea angustifolia

L’Hibiscus sabdariffa [240]
Curcuma longa [241]
Centaurea solstitialis [242]
Clematis vitalba [243]
Cleome viscosa [244]
Diospyros variegata [245]
Antipyrétique
Isatis indigotica [246]
Magnolia ovata [247]
Ocimum suave
[248]
Ocimum lamiifolium
Salvia africana-lutea
[249]
Dodonaea angustifolia
Piper solmsianum [250]
Ocimum basilicum [251]
Rosmarinus officinalis [252]
Antalgique Punica granatum [253]
Euphorbia heterophylla [254]
Salvia africana-lutea
[249]

60
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1.6.7. Activité antiulcéreuse
1.6.7.1. Ulcére peptique

Un ulcére est une plaie ouverte sur la surface la peau ou d’'une membrane
muqueuse résultant d'une dégradation localisée des tissus [255]. L'ulcére peptique
désigne un ulcere de la paroi de I'estomac (ulcére gastrique) ou du duodénum
(ulcére duodénal), provoqué par l'action digestive du suc gastrique (Figure.1.27)
[256].

Stomach

Peptic ulcers
may lead to
bleeding,
perforation,
or other
emergencies

Figure.1.27. Ulcére gastrique [257]

1.6.7.4.1. Les causes d’ulcére gastrique

L’apparition des ulceres résulte probablement d’un déséquilibre entre les
facteurs de défense de la muqueuse (bicarbonate, mucine, prostaglandine, oxyde
nitrique et facteurs de croissance) et les facteurs agressifs (acide et pepsine, bile et
H. pylori) [258] ; [259]. Leur formation implique la rupture de la barriere muqueuse
et la rupture du tissu sous-jacent due a I'action corrosive de I'acide et de la pepsine,
qui dans certains cas provoquent des saignements suite a 'endommagement des

vaisseaux sanguins [260].

De nombreux facteurs peuvent contribuer a la formation d'un ulcére tels que,

1- Augmentation de I'activité peptique en raison de la sécrétion excessive de
pepsine dans le suc gastrique [256].

2- Hyperacidité du suc gastrique [256].
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3- Diminution de la teneur en mucine dans le suc gastrique ou diminution de
I'activité protectrice dans I'estomac [256].

4- Stress physique ou émotionnel constant [256].

5- Alimentation trés épicée [256].

6- AINS a long terme [258].

7- Infections chroniques dues a Helicobacter pylori [261].

8- Tabagisme [261].

9- L’alcool (éthanol) [261].

1.6.7.2. Traitement antiulcéreux

L'ulcére peptique est considéré comme une maladie chronique rémittente et
récurrente qui peut durer plusieurs années. Les objectifs de la thérapie
antiulcéreuse sont le soulagement de la douleur, la guérison de l'ulcére, la
prévention des complications (saignements, perforation) et enfin la prévention des

rechutes [259]. Les antiulcéreux agissent par différents modes d’action :

1- Réduction de Ila sécrétion d'acide gastrique: tel que Les
antihistaminiques H2 (Cimétidine, Ranitidine) et les Inhibiteurs de la pompe

a protons (IPP) (oméprazole, Esoméprazole) [259].

2- Neutralisation de I'acide gastrique en augmentant le pH (Antiacides), tel

que le bicarbonate de sodium, sodium Citrate, carbonate de calcium [259].

3- Protection contre l'ulcére : sucralfate, sous-citrate de bismuth colloidal
(CBS).

4- Antibiotiques Anti-H. pylori : tel que 'amoxicilline [260].
Malgré que la thérapie contre l'ulcére se révéle trés efficaces, néanmoins,

dans certains cas graves surtout en présence d’hémorragie, seules des procédures

opératoires peuvent résoudre le probléme [261].
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1.6.7.3.Les plantes aux propriétés antiulcéreuses

Beaucoup d’investigations ont été réalisées par de nombreux chercheurs
concernant les effets antiulcéreux des d'épices, d'herbes et de plantes médicinales.
Il a été démontré qu'un bon nombre d’espéces de plantes médicinales possédaient
une bonne activité gastro-protectrice et curative telles que les plantes citées dans
le Tableau.1.8.

Tableau.1.8. Plantes a activité antiulcéreuse

Plante Région Reference
Terminalia fagifolia Brésil [262]
Conyza dioscoridis
Euphorbia hirta
Origanum syriacum

. ; Egypte [263]
Salvia lanigera
Sisymbrium irio
Solenostemma arghel
Hibiscus rosa sinensis India [264]
Myrtus communis India [265]
Ocimum sanctum. India [266]
Laurus nobilis Turquie [267]
Melissa officinalis Egypte [268]
Pistacia lenticus Arabie Saoudite [269]
. Egypte [263]
Solanum nigrum _
India [270]
Lasianthera africana Nigeria [271]
Allophylus serratus Inde [272]
Croton campestris Brésil [273]
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1.7.Monographie d’Ajuga iva
1.7.1. Généralités sur la famille des Lamiaceae

Avec un véritable réservoir phytogénétique de 3139 espéces comprenant 314
especes assez rares, 30 espéces rares, 330 trés rares et 600 endémiques, et 64
typiques au Sahara [274], 'Algérie, est I'un des pays méditerranéens connus pour
leur richesse en plantes médicinales longtemps utilisées en médecine

traditionnelle.

Parmi ces plantes, la famille des Lamiaceae ou Labiatae est considérée
comme une importante famille de plantes a fleurs. Avec une de distribution
cosmopolite et surtout dans les régions méditerranéennes, elle englobe 4000

especes réparties dans environ 220 genres [275] ; [276] ; [277].

Les Lamiaceae regroupent des plantes aromatiques annuelles, herbacées,
vivaces ou arbustives. La plupart d’entre elles possédent au niveau de leurs parties
aériennes un grand nombre de trichomes, essentiellement des écailles glandulaires
qui stockent la grande partie des huiles essentielles [277]. Plusieurs especes de
cette famille sont exploitées et cultivées pour leurs vertus culinaires, aromatiques et

médicinales, en particulier leurs huiles essentielles [276] ; [278].

Cette famille a fait I'objet d'intenses investigations phytochimiques dans le but
d'isoler ses différents types de composés. Ces études ont permis d'isoler un grand
nombre de métabolites secondaires tels que les terpénoides et stérols [179] ; [280] ;
[281], les flavonoides [282] ; [283] ; [284], les iridoides [285] ; [286] ; [287] ; [288],
les composés phénoliques [289]; [290]; [291]; [292]; [293], et les huiles
essentielles [294] ; [2995] ; [296] ; [297].

1.7.2. Généralités sur le genre Ajuga

Parmi les genres les plus importants de la famille des Lamiaceae
(Lavandula, Melissa, Mentha, Origanum, Rosmarinus, Thymus...), se trouve le
genre Ajuga qui renferme au moins 301 espéces avec de nombreuses variantes.
Elles sont persistantes, herbacées, a fleurs annuelles ou vivaces et tres répandues

sur les quatre continents [298] ; [299] ; [300]. Certaines des espéces sont utilisées
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dans les jardins en raison de leurs belles fleurs et d’autres possédent des usages

médicinaux divers.

1.7.3. Généralités sur I'espéce Ajuga iva
1.7.3.1.Noms communs

Le nom botanique d’Ajuga vient du grec : a : privatif (sans), et du latin jugum,

joug : corolle, ce qui signifie corolle dépourvue de lévre supérieure [301].

Ajuga iva porte plusieurs appellations [302] ; [303]

Arabe : Chendgoura, Meusq el gobour (Figure.1.28)
Berbére : Touf et-toulba
Frangais : lvette musquée, Bugle

i
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Figure.1.28. Timbre d’Algérie [304]

1.7.3.2. Systématique [305] (Figure.1. Appendice.B)

Regne : Plantae

Embranchement : Phanérogames (Spermaphytes)
Clade : Angiospermes

Clade : Dicotylédones vraies

Clade : Superasteridées

Clade : Astéridées

Clade : Lamidées

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Ajuga

Espéce : Ajuga iva (L) Schreb.
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1.7.3.3. Distribution géographique

Ajuga iva est une petite plante qui pousse sur les pentes rocheuses
(Figure.1.29) et sols profonds, pendant le printemps jusqu'a la fin de I'été, et elle
fleurit du mois de Mars au mois d’Octobre. Elle est trés répandue dans les régions

du Nord-Africain en particulier les pelouses et foréts du Tell algérien, le Maroc, la

Tunisie, 'Egypte. Elle pousse aussi dans le sud de I'Europe, Palestine, Maltes,
Malaisie, et Hawaii [306] ; [307] ; [300].

. = -

Figure.1.29. A.iva dans son habitat naturel (MOUHEB, 2015)

1.7.3.4. Description botanique (Figure.1.30)

Ajuga iva est une plante aromatique vivace de 5 a 20 cm de hauteur. Elle est
ligneuse a la base, velue blanchatre, et posséde une forte odeur de musc et un gout
amer. Ses tiges sont vertes, rampantes, rameuses, poilues, trés feuillues et
floriferes dés la base [8] ; [307] ; [308].

Les feuilles sont étroitement oblongues a linéaires, sessiles et pubescentes,
de 14 a 35 mm de long, enroulées aux bords, entiéres ou un peu dentées au

sommet (Figure.1.31).

Les fleurs sont pourpres, roses, mesurent entre 12 et 20 mm de long et sont
disposées par 2 ou 4 par verticille a l'aisselle des feuilles. Le calice velu-laineux, a

dents triangulaires, lancéolées, plus courtes que le tube. [8] ; [309] ; [307].



67

La lévre supérieure de la corolle est absente ou réduite, et la levre inférieure
est divisée en trois lobes velus. Les lobes latéraux sont de petite taille et le lobe
central est plus grand. La partie centrale du lobe central est de couleur jaunatre
avec des petites taches de la méme couleur que la fleur. A I'intérieur de la fleur, il

y’a quatre étamines liées a quatre carpelles noirs [309] ; [310].

La plante se perpétue par des bourgeons et les fleurs donnent naissance a
des fruits a graines ou akénes. Les graines sont brunes et ont la taille des graines
de Nigelle [311] ; [310].

Figure.1.31. Feuilles d’A.iva (MOUHEB, 2015).
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1.7.3.5. Composition chimique

Plusieurs études chimiques antérieures avaient montré que la plante est riche
en métabolites secondaires a intérét pharmaceutique et thérapeutique, tels que :
les tanins catéchiques, tanins galliques, flavonoides, stéroides, terpénes, et

ecdysones [313].

Plusieurs auteurs ont isolé des ecdysteroides de la plante Ajuga iva tel que
'Ecdystérone, 20-hydroxyecdysone, Makisterone A, Cyasterone [314]; [315];
[316]; [317], C-28 Ecdysone-like [318], 24,28-hydromakisterone A, 22-
oxocyasterone, 24,25-dehydroprecyasterone [317], 24-Hydroxycyasterone,

Ajugastérone B [319], Ajugastérone C [314].

L’équipe de BEN JANNET et al., [320] de Tunisie, ont pu isoler a partir des
feuilles d’Ajuga iva trois diglycerides « lvaides A-C » ou la molécule glycérol du 1,3-
diacyl est acylée symétriguement ou asymétriquement avec [acide 3-

hydroxytetradecanoic et/ou I'acide 3-hydroxy-hexadecanoique.

Dans le cadre de la recherche d’agent anti-insectes dans les plantes du genre
Ajuga, CAMPS et al., [321], ont isolé de l'espéce Ajuga iva d’lsraél quatre

clérodanes diterpénoides ; Ivain I, lvain Il, lvain Ill, lvain IV.

BENNAGHMOUCH et al. [322], ont isolé des parties aeriennes d’Ajuga iva du
Maroc plusieurs flavonoides notamment la quercétine, la lutéoline, le chrysoériol,
'apigénine, la naringénine, le 5,5'- dihydroxy 7,4'-diméthoxyflavone et le 5,7-
dihydroxy 4',5'diméthoxyflavone. En plus des flavonoides cités, GHEDIRA et al.,

[323] ont isolé la Naringine et I'’Apigénine 7-O néohespéridoside.

Des iridoides (Harpagide ; 6-désoxyharpagide ; 8-O-acétylharpagide) ont pu
étre isolés aussi par ASSAAD et al., [324].
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1.7.3.6. Activités biologiques et pharmacologique d’Ajuga iva

Ajuga iva est une plante utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne
pour traiter diverses pathologies. Ses parties aériennes sont consommées sous
forme de poudre dans du miel, sous forme d’infusion, ou en décoction a raison de
20 g par litre d’eau. [306] ; [302].

Malgré qu’elle fasse partie des espéces médicinales négligées et/ou sous
utilisées (Tableau.1.10) [325], Ajuga iva est considérée comme une vraie panacée
vu son large spectre d’activités biologiques et pharmacologiques qu’ont montrées

plusieurs études (Tableau.1.9).

Tableau.1.9. Activités biologiques et pharmacologiques d’A.iva

Activité Région Références

_ . Algérie [326] ; [327]

Antimicrobienne Tunisie (328] - [329]

. Algérie [330]; [331]; [332] ; [333] ; [334]
Antioxydante Tunisie [335] ; [336] ; [328] ; [329]
. Maroc [337]; [338] ; [339]

Hypoglycémique Algérie (336]
Antirhumatismale Liban [340]
Diurétique Algérie [341]
Hépatoprotectrice Libye [342]

Maroc [338] ; [339]

Hypolipidémique [332] ; [331] [334] ; [343]

(Hypocholestérolémiante) Algerie [344] ; [330]
Vasodilatatrice
M 45]; [34
Sédative aroc [343]; [346]
Ant|-|r.1flarlnmat0|re Tunisie (347]
Antiulcéreuse
Anti-Urolithiase Algérie [348]
Italie
s 349
Antiappétant (e's pece [349]
(larves et insectes) algérienne)
Espagne [350] ; [351]
Maroc [352]
Maroc [353] ; [354]

Insecticide Isradl [316]




Tableau.1.10. Espéces médicinales négligées et/ou sous utilisées [325]
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Espéces Médicinales

Ajuga iva L. (lvette)

Ammi majus et A. visnaga (Ammi)

Atropa belladona (Belladone)

Ceratonia siliqua (Caroubier)

Colchicum autumnale (Colchique d’Automne)
Coloquinthis vulgaris (Coloquinte)

Crataegus sp. (Aubépine)

Datura starmonium (Datura)

Globularia alypum L. (Globulaire)
Hyoscyamus sp. (Jusquiame noire)

Inula viscosa (Inule visqueuse)
Marrubium album L. (Marrube)
Myrtus communis (Myrte)
Origanum majorana L.(Marjolaine)
Peganum harmala (Harmal)

Ruta montana (Rute)

Salvia officinalis (Sauge)
Sapophora japonica

Silybum marianum (Chardon Marie)
Trigonella fenum-graecum (Holba)
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1.MATERIEL
2.1.1. Présentation de la zone d’étude

La Wilaya de Tizi Ouzou se situe au nord de I'Algérie en plein cceur du massif
du Djurdjura (36° 43’ 00" N, 4° 03' 00" E). Elle est délimitée au Nord par la mer
méditerranée ; au Sud par la Wilaya de Bouira ; a I'Est par la Wilaya de Bejaia et a
I'Ouest par la Wilaya de Boumerdes (Figure.2.1) [355]. La région est caractérisée
par un climat méditerranéen, avec des hivers doux et humides et des étés chauds
et secs [356]. Les précipitations varient d'une année a une autre avec une
pluviométrie moyenne variant entre 600 et 1000 mm d’eau par an. Sa couverture
forestiére s'étale sur 112.000 ha, soit 38% de la superficie totale (293.116 ha) et
elle est répartie en 48.000 ha de foréts et 64.000 ha de maquis. Une partie de ces
foréts (10.000 ha) est intégrée aux 18.000 ha du Parc National du Djurdjura qui fait

partie du Patrimoine Mondial de la Biodiversité (Faune et Flore) [357].

Tizi Ouzou / .
4 3 Légende A Google Earth
. £) National Park N Image Landsat/ C:

Data SI0, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO

‘ Google Earth

©2018 Google
Image © 2018 DigitalGlobe.

736°39.641'N_ 4°18.72TE élév. 648 m  altitude 1.41km

Figure.2.1 Sltuatlon geographlque du site de récolte (Originale, 2018).
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2.1.2. Matériel Biologique
2.1.2.1. Matériel végétal

La sélection de la plante étudiée s’est basée sur plusieurs critéres, a savoir
ses divers usages en Algérie, les données de la littérature concernant son potentiel
thérapeutique, mais aussi, parce qu’elle est considérée comme une plante

médicinale négligée et espéce sous utilisée.

Ajuga iva (L.) est récoltée entre le mois d’Avril et le mois de Juillet de 'année
2015 dans le village de Bouyala de la commune Ait Khellili, Wilaya de Tizi-Ouzou.
Une partie de la récolte encore fraiche est utilisée pour I'étude botanique ainsi que
la détermination de la teneur en eau ; le reste est nettoyé, séché pendant au moins
4 semaines a l'air libre, dans un endroit sec, a I'abri de la lumiére et a température
ambiante (20-25°C), jusqu'a stabilisation de la masse. Aprés séchage, la plante est
conservée dans des cartons propres toujours dans les mémes conditions
(Figure.2.2).

Figure.2.2. Récolte (a) et stockage (b) de la plante. (Originale, 2015)
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2.1.2.2. Matériel animal

Des rats albinos de souche WISTAR (Figure.1.a. Appendice.C) et des Souris
blanches de souche NMRI (Figure.1.b. Appendice.C) achetés de I'Institut Pasteur
d'Algérie (Centre d’élevage, Kouba, Alger) ont été acclimatés aux conditions de
'animalerie pendant au moins une semaine. Les animaux ont été alimentés ad
libitum avec de I'eau et un régime a base de granulés fournis par I'Office Nationale
de I'’Alimentation du Bétail de Bejaia (ONAB), dont la composition est citée dans le

Tableau.1. Appendice.C.

Les animaux sont élevés dans des conditions d’élevage adéquates, une
température moyenne égale a 23+3°C, une humidité relative de 72+5% et une

photopériode de 12/24 heures.

2.1.2.3. Matériel microbiologique

Les souches microbiennes utilisées ées (Tableau.2.1) sont fournies par le
laboratoire de contréle de qualité de SAIDAL BIOTIC, Gué de Constantine (Alger).
Le kit (EZ-CFU™ Microorganisms, Microbiologics, Inc, USA) provient de I'Institut
Pasteur Paris (France) et contient la souche microbienne lyophilisée sous forme de

pastilles et une solution pour sa reconstitution (Figure.2. Appendice.C).

Tableau.2.1. Les souches utilisées dans I'activité antimicrobienne

Reference
. . Espé
Souches microbiennes speces (ATCC)
e
Gram - a:fuu inosa 9027
Bactéries I 14028
Salmonella spp
Bacillus subtilis 6633
Gram +
Staphylococcus aureus 6538
Chambidnons Moisissure | Aspergillus niger 16404
Pig Levure Candida albicans 10231

2.1.3. Matériel non biologique (Appendice E, F, et G)
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2.2. Méthodes de travail
2.2.1. Enquéte ethnobotanique

L’enquéte ethnobotanique est réalisée sur une période de deux ans (2014-
2015), en utilisant une fiche questionnaire modifiée en deux langues (Figure.1. et
2. Appendice.D) [12]. La fiche inclue des renseignements personnels du participant
ainsi que des renseignements concernant ses connaissances en plantes
médicinales. Les participants a cette enquéte sont de toute la région de Tizi Ouzou

et non pas de la région de récolte uniquement.

La détermination du nom scientifique et du nom vernaculaire (arabe et
frangais), ainsi que la systématique botanique des plantes recensées est réalisée a

I'aide de la littérature, notamment le livre :

e Nouvelle Flore d'Algérie et des Régions Désertiques Méridionales de
QUEZEL and SANTA [8],

¢ Index synonymique, Flore d’Afrique du Nord de DOBIGNARD et CHATELAIN
[359],

¢ Plantes médicinales d’Algérie de BELOUED, [302],

¢ Glossaire Méthodique de la Langue Kabyle de SI-SAID, [360].

Les données recueillies sont traitées a 'aide du tableur Excel (Microsoft Excel pour
Mac®. v.16.16.1 (2018)).

2.2.2. |ldentification botanique de la plante

L’identification d’Ajuga iva est réalisée au niveau de I'herbier du département

de botanique de I'Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie (ENSA) d’El Harrach.

2.2.2.1. Aspect macroscopique

Dans cette étape, les différentes parties de la plante sont observées a I'ceil nu
et/ou sous une loupe binoculaire. Les organes observés sont : la fleur (la taille, le

nombre de pétales, sépales, étamines, etc.), la feuille (la taille, la forme et la position
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par rapport a la tige, présence ou non de poils épidermiques) et la Tige (la taille, la

forme, présence ou non de poils épidermiques).

2.2.2.2. Aspect microscopique

Consiste a observer les tissus qui composent la tige et les feuilles de la plante
a I'état frais et colorées, afin de localiser des structures particuliéres et les tissus

sécréteurs.

Des coupes transversales fines sont réalisées a I'aide d’'une lame de bistouri

et déposées dans de 'eau avant coloration.

La méthode de coloration suivie est celle décrite par PRAT, [401], avec
quelques modifications. Elle consiste a faire plonger les coupes végétales dans
différents traitements successifs avec des ringages a I'eau entre chaque traitement :
hypochlorite de sodium a 12° (10-15 min), eau (5 a 10 min), acide acétique a 10%
(1 22 min), eau (5 a 10 min), vert de méthyle (15 a 20 min), eau (5 a 10 min), rouge
Congo (15 a 20 min). Les coupes sont par la suite rincées et montées entre lame et

lamelle pour une observation au microscope optique (Figure.2.3).

Les tissus avec des parois cellulosiques apparaissent en rouge et les tissus

avec des parois lignifiées et subérifiées apparaissent en vert.

Sections fines

R AT A
Tige feuille \_/ / / /
Eau "'YP“:"'O"Ife Ringage & Acide acétique ’
5 a 10 min I'eau 5 min 1 min ‘
¥ = _
Ringage a Rouge Congo Rmcage @  Vert de méthyle Ringage a
Montage entre lame et I?eagu 290 minng Voo 5 mii Prging Vaon' S shlei

lamelle et observation
au microscope

Figure.2.3. Representation schématique de la double coloration.
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2.2.3. Etude phytochimique d’A.iva
2.2.3.1. Teneur en eau par la méthode pondérale

La teneur en eau d’Ajuga iva est déterminée selon la méthode suivie par
ZERRAD et al., [362]. Plusieurs échantillons de poids connu sont placés dans une
étuve ventilée réglée a 75°C et sont pesés chaque 24 heures jusqu'a stabilisation
du poids sec. La teneur en eau (TE) de chaque échantillon est rapportée a 100g par

la formule suivante :

P 2
TE = o1 x 100 (% / g poids frais)

P1 : poids frais
P2 : poids sec

2.2.3.2. Teneur en cendres totales

La minéralisation consiste a détruire la matieére organique de la poudre
végétale et a la calciner jusqu’a obtention de cendres blanches. Elle est réalisée

selon la méthode décrite dans le document ISO-1575, [363].

De la poudre végétale de poids connu (5g) est calcinée dans un four a moufle
a 525°C, pour au moins quatre heures. Les cendres obtenues sont pesées et la

teneur en cendres totales (TCT) est rapportée a 100 g par I'équation suivante :

TCT =

x 100 (% / g poids frais)

M1 : Masse de la poudre de plante avant calcination.
M2 : Masse des cendres obtenues.

2.2.3.3. Dosage des ions par chromatographie ionique

Le dosage des ions est réalisé a partir d’'une solution aqueuse de cendres
végétales a raison de 100 mg/l d’eau distillée. La solution obtenue est analysée

qualitativement et quantitativement par chromatographie ionique.
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La chromatographie ionique est réalisée sur un chromatographe de marque
DIONEX modele ICS 3000. Avant l'injection dans la colonne, tous les circuits sont

rincés avec I'échantillon.

Pour 'analyse des cations, la colonne échangeuse de cations utilisée est une
Thermo Scientific ™ Dionex™ lonPac™ CS12. Les ions sont élués par I'Acide
méthanosulfonique (MSA) généré par un systéme automatique EG (Eluent
Generator) avec un débit de 1 mL/min en mode isocratique. La concentration du
MSA est a 20 mM et la boucle d’échantillonnage est de 10 uL. L’instrument est
équipé d'un systéeme de suppression type CSRS (Cation Self Regenarating

Supressor) permettant d’éliminer les ions de I'éluant avant la détection.

Pour la séparation des anions, la colonne utilisée est une Thermo Scientific™
Dionex™ AS19 échangeuse d’anions. L’analyse est effectuée avec un éluant de
potasse (KOH) a 30 mM en mode gradient, avec un débit de 1 ml/min et une boucle
d’échantillonnage de 10 pL. L’éluant est éliminé par un suppresseur de type ASRS

(Anion Self Regenarating Supressor).

Le signal des ions est capté par un détecteur de type conductimétre.

Les caractéristiques techniques de la chromatographie sont résumées dans le
Tableau.2.2. et le Tableau.2.3.

Tableau.2.2. Caractéristiques techniques IC-Cations

Eluant Acide méthylsulfonique

Débit 1 ml/min

Température 35°C

Colonne lon PAC CS12 (4x 250 nm)

Détecteur CD25

Suppresseur CSRS 4mm

Espéces analysées | Lithium, Sodium, Ammonium, Potassium,
Magnésium, Calcium
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Tableau.2.3. Caractéristiques techniques IC-Anions

Systéeme Chromatographie ionique / ANIONS

Eluant Hydroxyde de Potassium

Débit 1 ml/min

Température 35°C

Colonne lon PAC AS19 (4x 250 nm)

Détecteur CD25

Suppresseur ASRS 4mm

Espéces analysées Fluorure, chlorure, nitrites, bromure, nitrate, sulfate

Pour chacune des séquences d’analyse, une gamme d’étalonnage externe est
réalisée pour la quantification des ions détectés dans les mémes conditions que

I'échantillon (Figure.6. et 7. Appendice.l).

2.2.3.4. Screening phytochimique préliminaire

Afin de mieux comprendre les activités biologiques et pharmacologiques d’une
plante médicinale, il est nécessaire d’effectuer des tests préliminaires pour identifier

les grandes classes de métabolites qui la composent.

Un criblage phytochimique préliminaire consiste a rechercher les
phytoconstituants dans un extrait végétal par des tests standards simples et rapides
[364]. Leur présence se traduit par différentes réactions en présence de réactifs
spécifiques, soit par la formation d'un précipité, le changement de coloration du

milieu réactionnel, ou bien une fluorescence... etc.

2.2.3.4.1. Les polyphénols
a. Les tanins [365].
e Tanins catéchiques (condensés ou proanthocyanidines)

A 3 ml d’extrait aqueux sont ajoutés 1,5 ml du réactif de Stiasny, le tout chauffé
au bain marie 15 min a 90°C. Un précipité a gros flocons indique la présence de

tanins catéchiques.
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e Tanins galliques (hydrolysables)

La solution précédente est filtrée et saturée a I'acétate de sodium. 0,1 ml de
chlorure de fer dilué a 1% est ajouté. Coloration bleue noiratre intense indique la

présence de tanins galliques.

b. Les flavonoides

A 5 ml d’extrait aqueux sont ajoutés 5 ml d’acide sulfurique (H2SO04) a 10% et
5 ml dammoniaque (NH4OH) a 50%. Accentuation de la coloration ou virage au
bleu violacé indique la présence d’anthocyanes et une coloration moins intense la

présence d’hétérosides flavoniques [21].

e Réaction a la cyanidine

Ajouter a 5 ml d’extrait aqueux, 1 ml d’alcool isoamylique, quelques copeaux
de magnésium et 5 ml d’HCI a 50% (dans de I'’éthanol). Une couleur rose
orangée indique la présence de flavones, et une couleur rose violacée la présence

de flavanones [21].

La méme réaction est répétée avec 5 ml d’extrait aqueux, mais sans ajout de
copeaux de magnésium. Une couleur rouge immédiate indique la présence de

chalcones et aurones [366].

La méme réaction avec 5 ml d’extrait aqueux sans copeaux de magnésium,
mais avec un chauffage au bain marie (100°C) pendant 15 min. Une couleur
cramoisie indique la présence de Leucoanthocyanes (Flavonols, Flavanonols) et

une couleur rouge brunatre la présence du Catéchol [21].

c. Les coumarines : Fluorescence a la lampe UV

Dans un bécher recouvert d’'un papier filtre imbibé de NaOH dilué a 25%, 1 g
de poudre végétale avec quelques gouttes d’eau sont portés a ébullition dans un
bain marie (100°C) pendant quelques minutes. Le papier filtre est ensuite examiné
sous lampe UV. L’apparition d’'une fluorescence jaune-verdatre révéle la présence

des coumarines [21].
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2.2.3.4.2. Les stérols et terpénoides : Test de Salkowski
a. Les terpénoides

A 2 ml d’extrait aqueux sont ajoutés 2 ml de chloroforme puis 3 ml d’acide
sulfurique concentré délicatement sur la paroi du tube sans agiter. La formation d’'un
anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux solutions confirme la

présence des terpenoides [367].

b. Les stérols

A 0,5 g d’extrait sec sont ajoutés 2 ml de chloroforme puis 2 ml d’H2SO4
concentré, et le tout est secoué vigoureusement. Une coloration rouge de la phase
chloroformique et la coloration vert-jaune de la phase acide confirme la présence
des Stérols [367].

c. Les huiles volatiles

Le résidu de 20 ml d’extrait éthéré évaporé a sec est dissout dans 3 mi
d’éthanol et est concentré a sec une seconde fois. Obtention d’un résidu arébme

révéle la présence d’huiles volatiles [368].

d. Les Saponines : test de mousse

0,5 g d’extrait sec est dissous dans 5 ml d’eau distillée dans un tube a essai.
La solution est secouée vigoureusement pendant 15 secondes. Une mousse
supérieure a 1 cm qui persiste 15 min confirme la présence de saponines [369].

Le test est réalisé avec plusieurs concentrations.

e. Les Iridoides

1 ml d’HCL concentré est ajouté a quelques milligrammes d’extrait sec, le tout
est chauffé dans un bain marie a 100°C. L’obtention d’'un précipité noir indique la

présence [365].
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2.2.3.4.3. Les Composés Réducteurs : test de Fehling

0,5 mg d’extrait aqueux sec est dissout dans 5 ml d’eau distillée auquel est
ajouté le réactif de Fehling bouillant. Obtention d’'un précipité rouge-brique indique

la présence de composés réducteurs [370].

2.2.3.4.4. Les Mucilages

5 ml d’éthanol absolu sont ajoutés a 5 ml d’extrait aqueux. L’obtention d’'un

précipité floconneux indique la présence de mucilages [371].

2.2.3.4.5. Les Alcaloides : Test de Dragendorff

Faire macérer pendant 24 h, 2 g de poudre de plante dans 15 ml d’eau distillée.
Quelques gouttes du réactif Dragendorff sont ajoutées au macérat filtré. Un précipité

orange brunatre indique la présence d’alcaloides [370].

2.2.3.4.6. Anthracenes libres (quinines)

Au résidu de 20 ml d’extrait éthéré, sont ajoutés quelques gouttes de NaOH
dilué (1/10). Une coloration de la phase aqueuse en jaune, rouge ou violet indique

la présence de quinones libres [372].

2.2.3.4.7. Les Anthraquinones (glycosides) : Test de Borntrager

50 mg d’extrait sec sont hydrolysés avec de 'HCI pendant 2h au bain marie a
100°C. La solution est filtrée pour obtenir un hydrolysat. Du chloroforme est ajouté
al’hydrolysat a volume égal et le tout est secoué. La partie inferieure chloroformique
est prélevée et mélangée avec la moitié de son volume en solution d’ammoniaque
a 10%. Une coloration plus oumoins rouge indique la présence

d’anthraquinones [364].



82

2.2.3.5. Etude des principes actifs d’'A.iva

Afin de caractériser et doser les différents principes actifs d’A.iva, les extraits
enrichis en composés volatils et/ou non volatils de la plante sont obtenus par
extraction de type solide/liquide continue, c’est a dire en immergeant le matériel
végétal pulvérisé dans le solvant d’extraction adéquat plusieurs minutes voire
plusieurs heures. Les méthodes d’extraction utilisées lors de ce travail sont:
I'hydrodistillation pour les huiles essentielles et I'extraction au Soxhlet et la

décoction pour les extraits polaires et apolaire.

2.2.3.5.1. Etude des composés volatils
2.2.3.5.1.1. Extraction de I'HE d’A.iva

L’HE d’Ajuga iva récoltée au mois d’avril est extraite par hydrodistillation a
I'aide d’un dispositif & circuit fermé de type Clevenger (Figure.1. Appendice.l)

[373], selon la méthode suivie par RAO et al., [374] avec quelques modifications.

Au total 3 kg de matériel végétal sec est hydrodistillé pendant 3 a 4 heures
pour chaque extraction (100 g par extraction), afin collecter le maximum d’HE. L'HE
est récupérée par séparation liquide-liquide en utilisant un solvant organique, filtrée
sur du sulfate de sodium anhydre pour éliminer toute trace d'eau, pesée et ensuite

stockée a +4°C dans un flacon opaque et hermétique.

L’indice de réfraction ainsi que les différentes caractéristiques organoleptiques

dont l'aspect, la couleur et 'odeur de I'HE obtenue sont notées.
Le rendement en HE (RHE) est calculé selon la formule suivante [375] :

M H
Rie= — x 100 (%)
Mp

M : Masse de I'huile essentielle en g.
Ms : Masse de la plante traitée en g.
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2.2.3.5.1.2. Analyse de I'HE par GC-MS

L’analyse de 'HE d’A.iva est réalisée selon la méthode décrite par EL-
HAWARY et al., [342]. Elle est effectuée en mode d’ionisation par impact
électronique sur un systeme GC-MS Perkin Elmer (USA), modéle CLARUS 500 GC

couplé a un détecteur spectrométrie de masse TurboMass™.

La séparation chromatographique est faite dans une colonne en silice fondue
(830 m, i.d. 0.25 mm, épaisseur du film 0.25 ym) remplie d’'une phase stationnaire
réticulée HP-5MS (5% phenyl, 95% dimethylpolysiloxane, Hewlett Packard, USA).
La température initiale est de 80°C, maintenue pendant 3 min, puis augmentée a
une température finale de 260°C a raison de 8°C/min qui maintenue par la suite
durant 15 min. La température de la source d’ionisation est de 230°C, et celle de
I'analyseur quadripéle est de 150°C. I'hélium pure est utilisé comme gaz vecteur et
est réglé a un débit de 0.1 ml/min. L’énergie d’ionisation est de 70 eV, et la plage

de balayage est entre 40 et 500 m/z. Le volume d’échantillon injecté est de 3uL.

Les molécules qui composent I'huile essentielle sont identifiées par le biais de
différentes librairies spectrales : NIST, PFLEGER, NBS, WILEYO.

2.2.3.5.2. Etude des composés non volatils
2.2.3.5.2.1. Extraction des extraits polaires et I'extrait apolaire

Les composeés polaires et apolaires sont extraits a partir de la plante récoltée

au mois de juin.

A. Décoction aqueuse

Une décoction aqueuse a 10 % est préparée en faisant bouillir 100 g de poudre
de plante dans 1L d’eau distillée pendant 30 min dans un bain-marie (100°C). Le
décocté (Figure.3. Appendice.l) est filtré sur du tissu mousseline et sur du papier
filtre n°1, puis congelé a - 20°C avant de le soumettre a une lyophilisation. La
lyophilisation de I'extrait est réalisée avec un lyophilisateur de marque CHRIST
ALPHA 2-4 LSCplus (Figure.5. Appendice.l).
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B. Extraction au Soxhlet
B.1. Extraction par solvant apolaire

25 g de poudre de plante placés dans une cartouche en cellulose, sont extraits
avec 300 ml d’éther de pétrole portés a ébullition dans un Soxhlet (Figure.2.
Appendice.l). L’extraction est maintenue jusqu'a éclaircissement du solvant dans
le siphon. L’extrait éthéré sec est récupéré aprés évaporation du solvant par un

évaporateur rotatif sous vide (Figure.4. Appendice.l).

B.2. Extraction par solvant polaire

Le marc de la précédente extraction est séché et réintroduit dans une autre
cartouche en cellulose et placé dans le Soxhlet. L’extraction est réalisée avec 300
ml d’éthanol absolu en ébullition. Le solvant est ensuite évaporé dans I'évaporateur

rotatif afin d’obtenir I'extrait éthanolique sec (Figure.5. Appendice.l).

Toutes les extractions sont réalisées en triplicata et les extraits secs obtenus
sont pesés pour déterminer le rendement selon I'équation ci-dessous puis sont
conservés a - 20°C jusqu'a utilisation.

M ext

= )
R Méchx100(/o)

Mext : masse de I'extrait aprés évaporation du solvant en g.
Méch : masse de I'échantillon végétal de départ en g.

2.2.3.5.2.2. Dosage des principes actifs
A. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans des extraits végétaux est une étape
primordiale, vu que la majorité des propriétés biologiques et pharmacologiques des
plantes leurs sont attribuées. C'est une méthode colorimétrique basée sur
l'utilisation du réactif Folin-Ciocalteu, constitué d'un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H,PMo,,O,,) de
couleur jaune, qui devient bleu lorsqu’il est réduit par les polyphénols oxydés, en

oxyde de tungsténe et de molybdéne (Figure.2.4).
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L’intensité de la couleur bleue est proportionnelle a la quantité des polyphénols

dans I'extrait et posséde une absorption maximale entre 755 et 770 nm.

Folin Ciocalteu Folin réduit

I

W
| |
| i
Acide Phosphotungstique Oxydes bleus de

Milieu alcalin

+ polyphénols

Acide Phosphomolybdique molybdéne-tungsténe

Figure.2.4. Réduction du réactif Folin-Ciocalteu (Originale, 2018).

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits d’A.iva (aqueux, éthére,
éthanolique) est réalisé selon la méthode de FOLIN et CIOCALTEU, [376] décrite
par WONG et al., [377]. 200 ul d’extrait (1:10) sont mélangés avec 1 ml de réactif
Folin-Ciocalteu (1:10). Aprés 4 min d’incubation a température ambiante et dans
I'obscurité, 800 yl de carbonate de sodium a 75 g/l (m/v) sont ajoutés. L’ensemble

est bien mélangé puis incubé 2h a température ambiante et a I'abri de la lumiére.

L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc en utilisant un

spectrophotomeétre a double faisceau.

La concentration en polyphénols totaux dans I'extrait en solution est déduite a
partir d’'une courbe d’étalonnage établie avec 'acide gallique, dosé dans les mémes
conditions que les extraits et elle est exprimée en milligrammes équivalent d’acide

gallique par L d’extrait (mg EAG/L ext).

B. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux est déterminée par la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICI3), qui est basée sur la formation d’'un complexe chromogéne

flavonoides-aluminium de couleur jaune, dont 'absorbance maximale esta 415 nm.
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Le dosage des flavonoides totaux est réalisé selon la méthode décrite par
FORMAGIO et al., [378]. 500 ul de chaque extrait sont mélangés a 1,5 ml d’éthanol
a 95 %. Par la suite sont ajoutés 100 pl de AICI3 a 10%, 100 pl d’acétate de sodium
a 1M et 2,8 ml d’eau distillée. Le tout est agité et incubé 40 min a température
ambiante et a I'abri de la lumiére. L'absorbance est mesurée a 415 nm contre un

blanc en utilisant un spectrophotometre a double faisceau.

La concentration en flavonoides totaux dans I'extrait en solution est déduite a
partir d’'une courbe d’étalonnage, établie avec la quercétine dosée dans les mémes
conditions que les extraits, et elle est exprimée en milligrammes équivalent

quercétine par L d’extrait (mg EQ/L ext).

C. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés se base sur le méme principe que celui du
dosage des polyphénols totaux en utilisant le réactif Folin-Denis, qui vire du jaune
au bleu suite a la réduction de I'acide phosphomolybdique et tungstique en milieu

alcalin, en oxyde de tungsténe et de molybdéne en présence de tanins condensés.

Le dosage est réalisé selon la méthode décrite par SAXENA et al., [379]. A 1
ml d’extrait sont ajoutés 75 ml d'eau distillée ; 5 ml du réactif Folin Denis ; 10 ml
d’une solution saturée de carbonate de sodium. Le volume est ajusté a 100 ml avec
de I'eau distillée. Le mélange est incubé 30 min a température ambiante et a I'abri
de la lumiére. L’absorbance est mesurée a 700 nm contre un blanc en utilisant un

spectrophotomeétre a double faisceau.

La concentration en tanins condensés dans l'extrait en solution est déduite a
partir d’'une courbe d’étalonnage établie avec l'acide tannique, dosé dans les
mémes conditions que les extraits, et elle exprimée en milligrammes équivalent

acide tannique par L d’extrait (mg EAT/L ext).
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La teneur en polyphénols totaux en mg EAG/g, en flavonoides totaux en mg
EQ/g et en tanins condensés en mg EAT/g d’extrait sec est calculée selon I'équation

suivante :

CxV
TP = m—d (mg EAG/g d’extrait de plante)

: Teneur en Polyphénols (mg EAG/g d’extrait de plante)

: Concentration de 'extrait (mg EAG/L d’extrait)

: Volume de I'extrait utilisé dans la réaction (L)

: Masse de I'extrait utilisée pour préparer la solution a doser (g)
: Coefficient de dilution

o —
3<o0d

2.2.3.5.2.3. Analyse de I'extrait apolaire par GC-MS

L’analyse de l'extrait éthéré est effectuée en mode d’ionisation par impact
électronique (El) sur le chromatographe MASTER GC DANI (DANI Instuments, Inc,

Italie) couplé a un détecteur spectrométrie de masse TOFMS de la méme marque.

La séparation est faite dans une colonne en silice fondue (30 m, i.d. 0.25 mm,
épaisseur du film 0.25 pym) remplie d’'une phase stationnaire réticulée HP-5MS (5%
phenyl, 95% dimethylpolysiloxane, Hewlett Packard, USA). La température initiale
est réglée a 60°C pendant 8 min, puis augmentée a une température finale de
240°C a raison de 2°C/min qui est maintenue pendant 20 min. La température de
la source d’ionisation est de 230°C, et celle de I'analyseur TOF est de 200°C.
I'hélium pure est utilisé comme gaz vecteur a un débit de 0.5 ml/min. L’analyse est
effectuée en mode scan TIC avec une plage de balayage est entre 35 et 450 m/z et
avec une énergie d’ionisation de 70 eV. L’échantillon est injecté en mode splitless
a un volume de 0,6 pL en méme temps qu’un standard sous forme d’une série
d’alcanes (C8 - C24).

Les molécules qui composent I'extrait éthéré sont identifiées par le biais de la

librairie spectrale NIST 11 et le calcul de I'indice de Kovats.
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2.2.4. Activités biologiques in vitro
2.2.4 1. Pouvoir antimicrobien
2.2.4.1.1. Les souches microbiennes

L’activité antimicrobienne des extraits et de 'HE d’A.iva est évaluée sur cinq
souches bactériennes, dont trois Gram - (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella spp) et deux Gram + (Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus) et deux souches fongiques dont une levure (Candida albicans) et une

moisissure (Asperqillus niger).

2.2.4.1.2. Extraits a tester

En plus de l'extrait aqueux, éthanolique et 'HE extraits par des méthodes
utilisant la chaleur, d’autres extraits préparés a température ambiante sont

également testés (Tableau.2.4) :

e Un macérat aqueux a 10% (24 h de macération dans de I'eau distillée).

e Un macérat éthanolique a 10% (24 h de macération dans de I'éthanol absolu).

Tableau.2.4. Les extraits d’A.iva testés pour I'activité antimicrobienne

Extrait Type d’extraction Concentration Solvant
. Soxhlet 100, 300 (mg/ml)
Ethanolique — DMSO*
Macération 100, 300 (mg/ml)
Décocté lyophilisé | 100, 300 (mg/ml) Eau
Aqueux distillée
Macération a10% sterile
Huile Clevenaer Pure et dilutions de | Milieu de
essentielle g 1a0.015% culture

* DMSO : Dimethyle sulfoxyde

2.2.4.1.3. Les antimicrobiens de référence

La sensibilité des souches microbiennes est testée vis a vis d’'un antibiotique
et d’'un antifongique de référence, le Primazol et le Lamidaz respectivement, suivant

les mémes conditions que celles des extraits et de 'HE (Tableau.2.5).
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Tableau.2.5. Antimicrobiens témoins positifs

Antimicrobien Famille Principe actif (DCI) | Dose (1c/ 5 ml)
Antibiotique . Sulfaméthoxazole 400 mg
, Sulfamides o .
Primazol Triméthoprime 80 mg
Antifongique inafi
191AUE 1 Allylamines Terbinafine 250
Lamidaz chlorhydrate

2.2.4.1.4. Protocole expérimental (Figure.2.5. p.93)

Afin d’éviter tout risque de contamination, tout le matériel utilisé est stérilisé
par autoclavage (18 min a 121°C, pression ~ 2 bars) et sous UV. Toutes les
manipulations ont lieu sur paillasse désinfectée et sous hbéte a flux laminaire

horizontal désinfectée munie d’'un bec bunsen.

A. Préparation des souches microbiennes

Des suspensions microbiennes sont préparées a partir des pastilles de
souches lyophilisées, réhydratées et incubées entre 34 et 38°C pendant 30 min.
Apres l'incubation et homogénéisation de la suspension, une dilution est préparée
avec 1 ml de la suspension microbienne et 9 ml de solution tampon phosphate (pH
7,2) pour obtenir une concentration finale comprise entre 10 et 100 UFC / 0,1 ml.
Les souches sont cultivées sur gélose nutritive pour la préparation des inoculums

nécessaires a l'identification et au test antimicrobien.

Bien que les souches soient des ATCC provenant de linstitut Pasteur Paris
(France), la confirmation de leur identité est indispensable avant leur utilisation.
L’identification est réalisée avec des galeries biochimiques miniaturisées
spécifiques (API® 20E, API® Staph et API® 20C, Biomerieux™, France) pour les
bactéries et levures (Figure.1 et 2. Appendice.J) et une observation
macroscopique et microscopique pour la moisissure Aspergillus niger aprés culture

(Figure.3 et 4. Appendice.J)
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B. Evaluation qualitative de I'activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne des différents extraits et 'HE d’A.iva est évaluée en
utilisant la méthode standard de diffusion sur milieu gélosé solide. Cette méthode
consiste a estimer l'inhibition de la croissance des microorganismes en contact de
la substance a tester, qui diffuse sur le milieu gélosé a partir d’'un disque en cellulose

saturé.

B.1. Préparation des milieux de culture

Trois milieux de culture sont utilisés pour le test antimicrobien :
eLa gélose nutritive (GN) pour la réactivation des souches,
eLa gélose Mueller Hinton (MH) pour la culture des bactéries,

eLa gélose Sabouraud (SAB) pour la culture les champignons.

Les géloses sont liquéfiées dans un bain marie a 100°C puis coulées dans des
boites de Pétri de 90 mm stériles et a usage unique. Leur solidification est faite a
température ambiante. Des géloses inclinées dans des tubes sont utilisées pour le

maintien en vie des microorganismes.

B.2. Préparation des inoculums et ensemencement

La méthode suivie est celle préconisée par TEUCAST [380]. Elle consiste a
préparer une culture jeune (18 — 24 h) a partir de laquelle 2 a 3 colonies identiques
et bien distinctes sont prélevées et mises en suspension dans 5 ml d'eau
physiologique stérile a 0,9%. La turbidité de chaque suspension microbienne aprés
homogénéisation, doit étre équivalente a celle du standard 0,5 de la gamme
McFarland (1-2 x 108 UFC/ml). Les inoculums sont ensemencés par écouvillonnage
en stries serrées en tournant la boite a 60° pour couvrir toute la surface de la gélose.

L’ensemencement est terminé par un passage de I'’écouvillon tout autour du milieu.

L’'inoculum est par la suite laissé sécher quelques minutes a température
ambiante avant de procéder au test. Pour chaque souche, 7 boites de Pétri au total
sont ensemencées : 3 boites pour la substance a tester, 3 boites pour le témoin (+)

et 1 boite pour le control (-) (DMSO ou Eau distillée stérile).
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B.3. Dépbt des disques

Des disques en cellulose de 6 mm de diamétre, stérilisés sous UV et saturés
de substances a tester, sont déposés au centre des milieux de culture ensemencés,
a raison d’un disque par boite. Aprés 15 min de diffusion a température ambiante,
les boites étiquetées sont incubées dans une étuve a 37 °C pendant 24 heures pour

les bactéries et a 25 °C pendant 72 heures pour les champignons [327].

B.4. Lecture et interprétation des résultats

Apres l'incubation, des colonies microbiennes se développent sur la gélose et
une zone vierge sans colonies dite zone ou halo d’inhibition apparait autour des
disques. La lecture se fait par la mesure du diamétre de cette zone a I'aide d’un pied
a coulisse (Figure.5. Appendice.J) [327]. Plus le diameétre est grand, plus la souche
est sensible a la substance testée, plus il est petit plus elle est résistante. Les
diameétres sont par la suite comparés a ceux des antimicrobiens de référence

utilisés, et I'interprétation est réalisée selon les directives du CLSI, [137].

C. Evaluation quantitative de 'activité antibactérienne de I'HE

L’évaluation quantitative de l'activité antibactérienne de I'HE consiste a
déterminer la concentration minimale inhibitrice ou CMI et la concentration minimale
bactéricide ou la CMB de la croissance bactérienne. Son principe de base est le
méme que celui de I'évaluation qualitative sur milieu solide, sauf que la substance
a tester est diluée dans le milieu de culture a différentes concentrations et que le
disque est imprégné de la suspension microbienne. Dans ce cas, la méthode est
dite dilution en milieu solide. Ce test est réalisé selon le protocole expérimental du
laboratoire de contrdle de qualité de SAIDAL BIOTIC (Gué de Constantine).

C.1. Préparation des milieux

A partir d’une solution mére a 1% de gélose MH maintenue en surfusion (1 ml
d’HE dans 100 ml de milieu), une gamme de dilutions a différentes concentrations
est préparée : 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,06, 0,03 et 0,015%. Les milieux sont coulés

dans des boites de Pétri de 90 mm stériles et a usage unique.
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C.2. Préparation de la suspension bactérienne

Les inoculums sont préparés de la méme maniére que celle de la méthode de
diffusion sur milieu solide. La suspension a 108 UFC/ml est reprise par des dilutions
successives dans de l'eau physiologique stérile a 0,9%, jusqu'a une dilution

comprise entre 10° et 108 UFC/mI pour chaque souche.

C.3. Dépbt de disques

Des disques en cellulose de 6 mm stériles et imbibés de la suspension
bactérienne (3 souches par boite au maximum) sont déposés a la surface du milieu
additionné d’HE pour le test et le T-, et un milieu non additionné d’HE pour le T+.
Pour chaque concentration I'essai est répété deux fois. Les boites de Pétri sont par

la suite incubées a 37 °C pendant 24 heures.

C.4. Lecture et interprétation des résultats

La lecture des résultats se fait par I'observation d’un développement ou non
de la souche microbienne sur le milieu additionné d’HE, en le comparant au T-. La
CMI est déduite d’aprés sa définition, en étant la concentration la plus faible de

I'antimicrobien testé, capable d’inhiber la croissance microbienne visible a I'ceil nu.

Pour confirmer si I'effet est bactériostatique ou bactéricide, tous les disques
ne présentant pas un développement bactérien sont transférés sur une gélose MH
(sans HE) et incubés a 37 °C pendant 24 heures avec un T- (MH sans HE ni
souche). Selon le résultat du développement des souches bactériennes, la CMB est
représentée par la concentration de I'HE, dont le disque ne présente aucun

développement bactérien, c’est a dire absence totale de colonies comme le T-.
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Evaluation qualitative : Diffusion sur milieu solide
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Figure.2.5. Schéma récapitulatif de I'évaluation de l'activité antimicrobienne
(Originale, 2018).
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2.2.4.2. Activité antioxydante
2.2.4.2.1. Méthode par piégeage du radical libre DPPH

C’est 'une des méthodes les plus utilisées pour évaluer I'activité antioxydante
d’'une substance. Elle repose sur I'utilisation du DPPH ou le 1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl, un radical libre relativement stable qui absorbe a une longueur d’onde
comprise entre 515 et 520 nm (Figure.2.6). Sa couleur vire du violet profond a un
jaune pale suite a sa réduction par des antioxydants, impliquant ainsi une diminution

de I'absorbance [381].
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Figure.2.6. Cinétique de la Réduction du DPPH par les antioxydants.
(Adaptée de [382])

L’activité antioxydante des extraits et de 'HE d’A.iva est déterminée selon la
méthode décrite par BARROS et al., [383] avec quelques modifications. La solution
de DPPH a 0,06 mM est fraichement préparée avant chaque test, en dissolvant 2,4
mg de DPPH dans 100 ml de méthanol absolu. 500 ul de chaque extrait ou HE a
différentes concentrations, sont mélangés a 1,5 ml de la solution de DPPH. Le
mélange est incubé pendant 60 minutes a température ambiante et a I'abri de la
lumiére. L'absorbance est mesurée a 517 nm contre un blanc pour chaque

concentration, dans un spectrophotomeétre a double faisceau.
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Trois contrbles positifs représentés par I'acide ascorbique, I'a-tocophérol et la
quercétine sont préparés et analysés dans les mémes conditions que les extraits et
I'HE.

Tous les tests sont réalisés en triplicata

e Expression des résultats

L’activité antioxydante est estimée par le pourcentage de décoloration ou
d’inhibition du DPPH (1%) en solution selon la formule suivante :
Ao — At

1 % =A—0X100

Ao: absorbance du blanc
At: absorbance de I'échantillon

La concentration inhibitrice médiane ou ICso qui est définie comme étant la
quantité d'antioxydants nécessaire pour réduire la concentration initiale du DPPH
de 50%, est déduite par régression linéaire a partir de la courbe des pourcentages

d’inhibition en fonction des concentrations des extraits, de ’'HE ou des standards.
La valeur de la ICsg est inversement proportionnelle a 'activité antiradicalaire.

Les résultats peuvent aussi étre exprimés en puissance antiradicalaire (ARP :
Antiradical Power), dont la valeur est proportionnellement liée a l'efficacité des

antioxydants [384]. Elle est calculée par la formule suivante :

1
ARP = —— x 100 [384]
IC50

2.2.4.2.2. Méthode par réduction du fer(lll) au fer(ll) ou FRAP

C’est une technique simple et rapide, elle se base sur la capacité des
antioxydants a réduire le complexe ferrique du 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (Fe3* TPTZ)
de couleur jaune, en un complexe ferreux FE?* TPTZ de couleur bleue (Figure.2.7)
[385].
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Figure.2.7. Réduction du (Fe(lll)-TPTZ) par un antioxydant (Adaptée de [386])

Le pouvoir réducteur des extraits et de 'HE d’A.iva est déterminé selon la
méthode décrite par BARROS et al., [383] avec quelques modifications. 2,5 ml de
chaque échantillon a différentes concentrations sont mélangés avec 2,5 ml d'une
solution tampon phosphate a 200 Mm (pH 6,6) et 2,5 ml d'une solution de
Ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. Le mélange est incubé 30 min a 50°C.
Pour stopper la réaction, 2,5 ml d'acide Trichloracétique a 10% sont ajoutés et le
tout centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. Par la suite, 5 ml du surnageant sont
mélangés a 5 ml d'eau distillée et 1 ml d'une solution de chlorure ferrique a 0,1%
fraichement préparée. La lecture de I'absorbance est effectuée directement contre

un blanc, a 700 nm dans un spectrophotomeétre a double faisceau.

Un contrdle positif représenté par l'acide ascorbique est préparé dans les

mémes conditions que les extraits.

Tous les tests sont réalisés en triplicata.

e Expression des résultats

Les résultats sont présentés sous forme de graphique, représentant les
absorbances en fonction des concentrations des extraits, HE ou standards. Dans
ce test 'absorbance est proportionnellement liée au pouvoir réducteur du produit

testé.
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2.2.5. Activités pharmacologiques in vivo
2.2.5.1. Etude de la toxicité aigué par voie orale

L’étude de la toxicité aigué permet d’évaluer les effets d’'une dose unique d’'une
substance donnée ; son expression maximale est la mort. Son but principal est de
déterminer la DLso qui est la dose létale pouvant entrainer la mort de 50% des
animaux traités [387]. Cette dose est obtenue suite a la réalisation d’'une courbe de
pourcentage de mortalité des animaux en fonction de la dose administrée, en
partant de la dose non létale (0% de décés) jusqu’a atteindre la dose tuant toutes
les souris du lot (100%) [388].

La toxicité orale aigué de l'extrait aqueux d’A.iva est évaluée chez les souris
conformément a la ligne directrice n° 420 de I'Organisation for Economic Co-
operation and Development (OECD) [389], pour les essais de produits chimiques
par la méthode de la dose prédéterminée. Ce test a pour but de confirmer la non
toxocité de I'extrait aqueux par voie orale, en verifiant les résultats obtenus par EI-

Hilaly et al., [9], soit une DLso supérieure a 14000 mg/kg p.c. (poids corporel).

2.2.5.1.1. Principe de I'essai

Le principe de cet essai est qu'avec un processus séquentiel, utilisant un
nombre minimum d'animaux par étape, des informations suffisantes sur la toxicité

aigué de la substance peuvent étre obtenues pour permettre sa classification.

Une dose initiale de la substance allant de 5 et 2000 mg/kg p.c.
(exceptionnellement 5000 mg/kg p.c.) et fixée selon la disponibilité ou non
d’'informations la concernant, est administrée par voie orale a un groupe d'animaux
de 5 individus au maximum et d'un méme sexe, avec un intervalle de gavage de 24
heures minimum entre chaque animal. L'absence ou la manifestation de mortalité
chez le premier animal traité avec la dose prédéterminée, détermine ['étape

suivante :

1) Arrét de I'essai et attribuer la classification,

2) Administration de la méme dose a des animaux supplémentaires,
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3) Administration de la dose prédéterminée supérieure ou inférieure a des
animaux supplémentaires. Dans cette étape, un intervalle de 3 a 4 jours entre
les niveaux de doses est nécessaire et varie selon le moment de l'apparition
des effets toxiques, leur durée et leur sévérité. Le cas échéant, I'administration
de la dose suivante devait étre retardée jusqu'a ce qu'on ait obtenu la certitude

que les animaux précédemment soumis au traitement survivraient.

2.2.5.1.2. Test de toxicité aigué orale

Le test de toxicité de l'extrait aqueux d’A.iva est réalisé sur 6 lots de 10 souris
(30 males et 30 femelles au total) pesant entre 23 et 32 g et dgées de 8 a 10
semaines. Chaque lot est constitué de 5 males et 5 femelles privés de nourriture

avant le test entre 3 a 4 heures, avec acceés libre a I'eau.

Les souris regoivent par voie orale avec une sonde gastrique en inox
(Figure.1. Appendice.K), les différentes doses de l'extrait aqueux d’'A.iva
reconstitué dans de I'eau distillée comme suit :

Lot 1 : Control : eau distillée.

Lot 2 : 300 mg/kg pc.

Lot 3 : 2000 mg/kg pc.

Lot 4 : 5000 mg/kg pc.

Lot 5 : 8000 mg/kg.

Lot 6 : 14000 mg/kg pc

Le volume total administré chez toutes les souris est de 10 ml/kg p.c.

Les souris sont a nouveau privées de nourriture, pendant 1 a 2 heures.
L'intervalle de temps entre le gavage de chaque souris du méme lot est fixé a 24

heures et celui entre chaque niveau de dose a 3 jours.

Apres chaque traitement, les souris sont surveillées individuellement pendant
les premieres 30 minutes, de fagon réguliére pendant les premieres 4 heures puis
sur une période de 24 heures durant 14 jours apres le traitement, pour tout signe
de toxicité et de déces. Les observations sont rapportées sur une fiche propre a

chaque groupe souris (Figure.3. Appendice.D).
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Les observations a noter sont les modifications de la peau, des poils, de
I'activité somato-motrice et du comportement. L'attention se porte en particulier sur
les différentes manifestations telles que les tremblements, convulsion, salivation,

diarrhée, léthargie, sommeil et coma (Tableau.2.6).

En plus des observations de I'état général des souris, le poids individuel de
chaque souris est déterminé juste avant 'administration des traitements (JO) et au
1¢r, 7¢ et 14° jours apres le traitement. Toutes les souris sont sacrifiées a la fin du
test et soumises a une autopsie a I'échelle macroscopique. Les reins, le foie, le
ceeur, les poumons, la rate sont examinés pour d'éventuelles Iésions visibles liées
a l'administration de l'extrait d'A.iva, en les comparant aux organes des souris du

lot control.

Tableau.2.6. Signes généraux possibles suite a une toxicité aigue

Fourrure et peau | Couleur, densité, desquamation

Yeux Couleur, forme et secrétions

Salivation Abondance de salive

Somnolence Forte envie de dormir

Léthargie Sommeil profond et prolongé

Coma Altération totale ou partielle de la conscience

Tremblements et | Spasmes musculaires répétés et involontaires
Convulsion

Asthénie Dégradation de [I'état général avec faiblesse
généralisée

Anorexie Perte d’appétit

Diarrhée Selles de consistance plus liquide ou molle que
d’habitude

Hypoactivité Inhibition de I'activité locomotrice ou de comportement

Mortalité Déceés d’un ou plusieurs animaux

e Expression des résultats

La DLsp responsable statistiquement du déces de 50% des animaux traités est
calculée a partir de la courbe du pourcentage de mortalité en fonction des

différentes doses testées.
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Les pourcentages des gains pondéraux (%GP) durant JO-J7, J7-J14 et JO-J14

sont calculés selon la formule suivante :

Pn—-Px

%GP = x 100 (o/o)

P, :n®™ mesure du poids corporel )
Px : mesure du poids corporel précédant la n*™ mesure (P:)

2.2.5.2. Activité anti-inflammatoire aigué : Test de 'CEdéme a la carraghénine

La méthode suivie pour évaluer I'activité antiinflammatoire de I'extrait aqueux

d’A.iva est celle décrite par SORO et al., [390] avec quelques modifications.

Des rats males pesant entre 240 et 286 g sont répartis en 4 lots de 6 rats
chacun et sont mis a jeun avec acces libre a l'eau, 16 heures avant

I'expérimentation.

Pour chaque rat, la circonférence initiale (Ci) de la patte arriére droite est
mesurée avec un fil, puis les différents traitements sont administrés par gavage
comme suit :

Lot 1 : Control : eau distillée.

Lot 2 : Indométacine a 10 mg/kg p.c.

Lot 3 : Extrait aqueux a 250 mg/kg p.c.

Lot 4 : Extrait aqueux a 500 mg/kg p.c.

Tous les traitements sont administrés a un volume total de 10 ml/kg p.c.

1 heure aprés I'administration des différents traitements, I'inflammation aigué
est induite chez tous les rats par l'injection de 0,1 ml d’une solution aqueuse de
carraghénine a 1% (NaCl : 0,9 %), sous l'aponévrose plantaire de la patte

postérieure droite.

La circonférence (Ct) de la patte arriére droite de chaque rat est mesurée
chaque heure durant les 6 h qui suivent l'injection de la carraghénine (Figure.2.

Appendice.K).
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e Expression des résultats

L’importance de 'cedéme de la patte enflammée est appréciée par le calul du
pourcentage d’augmentation (%Aug) de la circonférence de la patte de chaque rat,
selon les formules suivantes :

Ct—-Ci
% Aug = —a x 100 [390]

1

Ct : circonférence de la patte au temps t
Ci : circonférence initiale de la patte

L’activité anti-inflammatoire est évaluée en calculant le pourcentage
d’inhibition de I'cedéme (%lInh), qui est exprimé en comparant la moyenne de
'augmentation de l'inflammation chez les groupes traités avec celle du groupe
control :

% Augt — % Augc

0 =
% Inh g x 100 [390]

% Aug t: Pourcentage d’augmentation moyen de la circonférence de la patte
cedématiée du lot control en un temps donné

% Aug c: Pourcentage d’augmentation moyen de la circonférence de la patte
cedématiée du lot traité au méme moment que celui control

2.2.5.3. Activité antipyrétique : Test de la fievre induite par la levure de biére

L’activité antipyrétique de I'extrait aqueux d’A.iva est évaluée selon la méthode

décrite par AMOUZOUN et al., [391] avec quelques modifications.

Des rats méles pesant entre 190 et 293 g sont répartis en 4 lots de 6 et sont
mis a jeun pendant 24 heures avec acces libre a I'eau. Aprés la pesée et la prise de
température rectale avec un thermometre digital, I'hnyperthermie est induite par une
injection sous-cutanée dans la région dorsolatérale, d’'une suspension aqueuse de

levure de biere a 20%, a raison de 20 ml/kg p.c.
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Une heure aprées l'induction de I'hyperthermie et avant I'administration des
différents traitements, la température rectale (HO) est mesurée de nouveau
(Figure.4. Appendice .K) afin d’homogénéiser les lots. Les différents lots regoivent

les traitements comme suit :

Lot 1 : Extrait aqueux a 250 mg/kg p.c.
Lot 2 : Extrait aqueux a 500 mg/kg p.c.
Lot 3 : Control : eau distillée.

Lot 4 : Aspégic a 50 mg/kg p.c.

Tous les traitements sont administrés a un volume de 10 ml/kg pc.

Apres I'administration des traitements, la température rectale est mesurée la

premiére et la deuxiéme heure puis, toutes les deux heures pendant dix heures.

e Expression des résultats

La variation et le pourcentage d’augmentation (%Aug) de la température
rectale chez chaque rat ainsi que le pourcentage d’inhibition (%Inh) de

I'hyperthermie de chaque traitement sont calculés selon les formules suivantes :

Tn — To
To

%Aug = x 100 (%) [391]

Tn : Température a un temps donné

TO : Température initiale (a HO)

%Aug c — %Augt
%Aug c

%Inh =

x 100 (%) [391]

%Aug c : Pourcentage d’augmentation moyen de la température du lot
control en un temps donné

% Aug t : Pourcentage d’augmentation moyen de la température du lot
traité au méme moment que celui control
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2.2.5.4. Activité antalgique : Test de torsions induites par I'acide acétique

L’activité antalgique de I'extrait aqueux d’A.iva est évaluée selon la méthode

suivie par ZHANG et al., [392] avec quelques modifications.

24 souris males et femelles pesant entre 25 et 39 g, sont reparties au hasard
en 4 lots de 6 souris chacun et mises a jeun 16 heures avant le test avec acceés libre

a l'eau.

Une heure avant de provoquer la douleur, les différents traitements sont

administrés par gavage comme suit :

Lot 1 : Control : eau distillée.

Lot 2 : Indométacine a 10 mg/kg p.c.
Lot 3 : Extrait aqueux a 500 mg/kg p.c.
Lot 4 : Extrait aqueux a 1000 mg/kg p.c.

Tous les traitements sont administrés a un volume de 10 ml/kg p.c.

La douleur est induite chez toutes les souris par injection intrapéritonéale
d’acide acétique a 0,6%, a raison de 10 ml/kg p.c. L'intensité de la douleur est
quantifiée en comptant le nombre total de torsions abdominales ainsi que les

étirements de pattes sur une période de 25 min (Figure.3. Appendice.K).

e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition des spasmes (%Inh) est calculé avec la moyenne

du nombre de spasmes de chaque lot selon la formule suivante :

MSc — MSt

% Inh = T Mse x 100 [392]

Msc : moyenne des spasmes du lot control
Mst : moyenne des spasmes du lot traité
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2.2.5.5. Activité antiulcéreuse

L’évaluation de l'activité antiulcéreuse de I'extrait aqueux d’A.iva est réalisée
par la méthode de l'ulcére induit par I'éthanol. Le protocole suivi est celui décrit par

ALIMI et al., [393] avec quelques modifications.

2.2.5.5.1. Lésions gastriques induites par I'’éthanol

Le principe de cet essai consiste a étudier dans quelle mesure I'extrait aqueux
d’A.iva peut prévenir les ulcéres gastriques induit par 'administration de I'éthanol

absolu.

L’expérimentation est réalisée sur 25 rats males pesant entre 201 et 265 g et
répartis au hasard en 5 lots de 5 rats chacun. Les rats sont privés de nourriture 24
heures avant le test avec acces libre a I'eau jusqu’au 2h qui précedent le test [394]
et sont placés dans des cages a fond grillagé jusqu’a la fin de I'expérimentation pour

éviter la coprophagie.

Une heure avant de provoquer les Iésions gastriques, les différents traitements

sont administrés par gavage comme suit :

Lot 1 : Control : ne recoit aucun traitement.

Lot 2 : Témoin + (Iésions) : ne regoit aucun traitement.
Lot 3 : Extrait aqueux a 1000 mg/kg p.c.

Lot 4 : Extrait aqueux a 500 mg/kg p.c.

Lot 5 : Ranitidine a 50 mg/kg p.c.

Tous les traitements sont administrés a un volume de 10 ml/kg p.c.

Les lésions gastriques sont provoquées en administrant par voie orale de

I'éthanol absolu a 5 ml/kg p.c. [395] aux rats des lots 2,3, 4 et 5.

Une heure aprés I'administration de I'éthanol, les rats sont sacrifiés sous
anesthésie a l'éther diéthylique et les estomacs sont prélevés, rincés, incisés
suivant la grande courbure avec des ciseaux, puis rincés de nouveau a l'eau

physiologique a 0,9% froide (Figure.5. Appendice.K).
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La muqueuse gastrique de chaque rat est examinée a I'échelle macroscopique
en utilisant la loupe (Figure.6. Appendice.K). Les lésions peuvent étre sous forme
d’irritations, de sillons paralleles et allongés le long de I'axe de I'estomac et des
points hémorragiques (rouge-noire) ou non. Seuls sont considérés comme

ulcérations, les points et les sillons hémorragiques.

Les estomacs sont rapidement fixés au formol a 10% (Figure.7.

Appendice.K) avant d’étre examinés a I'échelle microscopique.

2.2.5.5.2. Examen histologique des muqueuses

Il permet de mieux apprécier a I'échelle microscopique, 'activité ulcérogene
de I'éthanol et le degré d’efficacité de I'extrait aqueux d’A.iva et ce, en utilisant une

coloration dite coloration a I’'hnématoxyline et I'’éosine ou coloration H&E.

La coloration H&E est largement utilisée dans les examens histologiques de
routine, elle permet d’apprécier trés clairement un grand nombre de structures
différentes des tissus, grace a la coloration bleue a violet foncé du noyau par
I’'nématoxyline et la coloration a différentes intensités de rose, d’orange et de rouge
des autres structures par I'éosine, tels que le cytoplasme des différents types de

cellules, les différents réseaux fibreux et les matrices cellulaires [396].

La préparation des coupes histologiques est réalisée selon le protocole
expérimental du laboratoire de cytologie du CHU Parnet (Hussein Dey, Alger) et

comprend plusieurs étapes :

» Post lavage : consiste a laver les estomacs sous I'eau du robinet pendant
quelques minutes.
» Trimming (Figure.8.a. Appendice.K) : des portions fines et régulieres de
chaque estomac fixé sont prélevées a l'aide d'un bistouri, puis

rangées dans des cassettes marquées.
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v’ 2 bains d’éthanol 70° : 2 h 30 min chacun,
v’ 2 bains d’éthanol 90° : 2 h 30 min chacun,
v’ 2 bains d’éthanol 96° : 2 h 30 min chacun.
> Eclaircissement : comprend 02 bains de xyléne : 2 h 30 min chacun.
La déshydratation et I'éclaircissement sont réalisés a température ambiante dans

un automate de déshydratation de type carrousel (Figure.8.b. Appendice.K).

> Imprégnation (Figure.9.a. Appendice.K): comprend 2 bains de paraffine en

fusion (44°C), de 2 h chacun dans I'étuve.

» Inclusion (Figure.9.b. Appendice.K) : les tissus sont placés dans des moules
en inox remplis de paraffine en fusion et surmonté d’une partie
de la cassette. L’ensemble est mis sur une plaque froide a -5°C
pour que le bloc enrobé et le moule se solidifient rapidement.

» Réalisation des coupes (Figure. 9.c. et 10.a. Appendice.K) : les blocs sont
retirés des moules et des sections de 3 um d’épaisseur sont
réalisées au microtome rotatif.

> Etalement des coupes (Figure. 10.b. et c¢. Appendice.K) : les sections sont
déplissées dans un bain-marie a 37°C, récupérées sur des
lames porte objet et transférées dans une étuve réglée a 65°C
pendant 24h.

» Déparaffinage : consiste a éliminer la paraffine hydrophobe pour permettre aux
colorants hydrophiles de pénétrer dans les structures du tissu,
en faisant passer les coupes dans une série de differents bains
durant quelques minutes :

2 bains de Xyléne : 10 min chacun,

Ethanol a 100° : 3 min,

Ethanol a 90° : 3 min,

Ethanol a 70° : 3 min,

v Eau distillée : 1 min.

v
v
v
v

» Coloration (Figure.11. Appendice.K) : la coloration par I'Hématoxyline et
Eosine
v' Hématoxyline de Groat : 5 min.
v Eau courante : 5 min

v Eosine : 30 sec
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v Eau : ringage rapide

» Déshydratation (Figure.11. Appendice.K) : comprend des bains d’éthanol et
de xyléne :
v Ethanol a 70° : 2 min,

v Ethanol a 90° : 2 min,
v Ethanol 100° : 2 min,
v Xyléne : 3 min

» Préservation et montage (Figure.12. Appendice.K) : consiste a déposer des
gouttes de résine sur les coupes et les couvrir

d’'une lamelle en verre.

» Observation des coupes au microscope photonique

e Expression des résultats

Pour chaque lot, le nombre d’ulcération (nU) est compté pour chaque rat et
les ulcéres sont classés comme suit :

Niveau 1 : points d’ulcérations (pétéchie),

Niveau 2 : ulcérations modérées (ulcéres étroits)

Niveau 3 : ulcéres hémorragiques étendus

L’indice Iésionnel (IL) est calculé pour chaque estomac selon la formule
suivante [398] :

IL =1 x (nU niveau I) + 2 x (nUniveau Il) + 3 x (nU niveau lll)

Le pourcentage de protection (%P) des traitements est calculé avec la formule
suivante [393] :

ILc+ — ILt

% Inh = T x 100

ILc+ : Indice d’ulcérations moyen du lot témoin +
ILt : Indice d’ulcérations moyen du lot traité
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2.2.6. Analyse statistique

Tous les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM (Standard

Error of Mean).
Les moyennes inter et intra-groupes sont comparées par I'analyse de variance
univariée (ANOVA), suivie du test de Tukey pour les comparaisons multiples et la

détermination des taux de signification.

Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme significatives.

L’analyse statistique est réalisée a I'aide du tableur Excel (Microsoft ® Excel
pour Mac. v.16.16.1 (2018)) et du logiciel statistique Minitab®17 (Minitab Inc).
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CHAPITRE 1l

Résultats et Discussion

3.1.Enquéte ethnobotanique

Les données recueillies durant 'enquéte ethnobotanique sont rassemblées en
base de données, traitées et analysées, puis interprétées sous formes de données

standardisées.

3.1.1. Fréquence d’utilisation des plantes médicinales
3.1.1.1.Selon le type de médecine

Lors de I'enquéte ethnobotanique, les 111 participants devaient indiquer le
type de médecine a laquelle ils ont recours pour soulager ou guérir leurs affections.
lls avaient le choix entre la médecine traditionnelle (phytothérapie), la médecine
moderne, ou bien les deux. Selon les résultats obtenus (Figure.3.1), 22,52%
mentionnent qu’ils préférent la médecine moderne contre 77,47% qui ont recours a

la médecine traditionnelle, qu’elle soit seule ou associée a la médecine moderne.

Nos résultats concordent avec ceux de précédentes études, ou plusieurs
auteurs ont constaté que le pourcentage d’utilisation des plantes médicinales est
assez élevé. Les taux étaient de 67,5% pour ZIYYAT et al., [399]; 76% pour
JOUAD et al., [400] et 80% pour EDDOUKS et al., [401].

Parmi les 86 utilisateurs de plantes médicinales, qu’elles soient associées ou
non a la médecine moderne, 41,86% affirment que les plantes qu’ils utilisent sont
efficaces, 50% les utilisent par acquisition, 5,81% les choisissent parce qu’elles sont
moins onéreuses, et enfin 2,33% pensent que les médicaments ne sont plus
efficaces. Cette forte utilisation de plantes médicinales dans cette région montre
que la médecine traditionnelle conserve toujours une place trés importante dans
leurs soins de santé primaires, tout en cohabitant avec la médecine moderne. En
effet, les couts onéreux proposés actuellement par la médecine moderne ainsi que
les éventuels effets indésirables des traitements médicamenteux, sont peut-étre les

premiers justificatifs du retour vers la phytothérapie.
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Les résultats de I'enquéte de JOUAD et al., [400], montrent aussi que 72% des

utilisateurs sont satisfaits des résultats obtenus par le traitement a base de plantes.
EDDOUKS et al., [401], ont fait le méme constat, ou 58% des utilisateurs

questionnés trouvaient la phytothérapie moins onéreuse, 40% la trouvaient efficace

et 65% affirmaient que les plantes sont meilleures que les traitements modernes.

m Efficace

= Médicaments inefficaces
= Moins cheére

Moderne - Par acquisition

Figure.3.1. Répartition des participants selon le type de médecine.

3.1.1.2.Selon le sexe

L’enquéte ethnobotanique est réalisée avec la participation de 73 femmes
(65,77%) et 38 hommes (34,23%) (Figure.3.2). Sur les 86 utilisateurs de plantes
médicinales, 66,28% sont représentés par des femmes contre 33,72% de la
population masculine. Ces résultats montrent que malgré 'écart, les hommes sont
aussi bien concernés par la médecine traditionnelle que les femmes. Cependant les
femmes ont rapporté beaucoup plus de détails concernant les plantes médicinales
gu’elles utilisent, cela est peut-étre di au fait que ce soit elles qui s’occupent des
différentes préparations a base de plantes chez elles, mais aussi, parce que les
femmes sont beaucoup plus attachées a ce savoir traditionnel et le perpétuent par

sa transmission entre générations.

Le méme constat est retrouvé dans les travaux de ZIYYAT et al., [399] (72%) ;
JOUAD et al., [400] (63%) ; EDDOUKS et al., [401] (69%) ; BENKHNIGUE et al.,
[12] (87,76%) ; BOUALLAMA et al., [402] (72,86%) et ORCH et al., [403] (74,36%).
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34%

66%

Figure.3.2. Répartition des utilisateurs de plantes selon le sexe

3.1.1.3.Selon 'age

D’aprés les résultats obtenus, I'age des utilisateurs de plantes varie de moins
de 20 ans a plus de 60 ans, avec une majorité située dans la tranche d’age des 20-
30 ans, avec un taux de 25,58%. Elle est suivie directement par la tranche d’age
30-40 ans et 40-50 ans avec des taux trés proches de 24,42% et 22,09%
respectivement, puis par les 50-60 ans et les plus 60 ans avec un pourcentage de
12,79 % chacun et enfin les moins de 20 ans qui représentent seulement 1,16%
(Figure.3.3).

Ces résultats montrent que la jeune population s’intéresse davantage a
'usage des plantes médicinales tout autant que la population d’age moyen, ce qui
est déja un bon signe concernant la transmission des connaissances sur les plantes
médicinales entre générations. Cependant, c’est dans les tranches d’age 50-60 et
plus de 60 ans que le plus de renseignements et de détails concernant les plantes
meédicinales sont constatés. Les connaissances des plantes médicinales, leurs
propriétés ainsi que leurs usages thérapeutiques, sont généralement dues a
'expérience assemblée avec I'dge, mais aussi, par la transmission assurée par

leurs ainés.

Dans les travaux de ZIYYAT et al, [399], 72% des adultes (20-60 ans)
interrogés utilisaient les plantes médicinales ; ce qui équivaut a un taux de 84,88%
dans notre enquéte. Les travaux de BOUALLAMA et al., [402], ont montré aussi que
ce sont les adultes agés de 40 a 60 ans qui utilisaient le plus les plantes

médicinales, avec un taux de 55,71%.
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Par contre, les résultats de I'enquéte de JOUAD et al., [400], ont montré une
répartition d’utilisation des plantes presque similaire entre les utilisateurs adultes
(49%) et les utilisateurs agés (45%) ; et ceux de BENLAMDINI et al., [404], montrent

que les plus de 60 ans dominaient dans leur enquéte, avec un pourcentage de 26%.

30
25

20

%

15

10

0 — _—
<20 20-30  30-40 40-50  50-60 >60

Tranches d'ages

Figure.3.3. Répartition des utilisateurs des plantes par tranches d’age

3.1.1.4.Selon les doses utilisées

Selon les résultats de notre enquéte, 77,91% des utilisateurs préparent leurs
plantes avec des doses aléatoires et surtout, sans avoir conscience des risques de
toxicité éventuels. Cette pratique sans posologie précise est trés courante et se
base principalement sur le retour d’expérience concernant l'utilisation des plantes.
Cela, pourrait expliquer les intoxications accidentelles méme Iégéres par certaines
plantes médicinales. D’ailleurs, la grande maijorité des participants interrogés lors
de notre enquéte, comptent sur I'expérience des autres personnes pour le choix des
plantes, d’autres préférent les conseils des herboristes et la consultation de livres

spécialisés, et trés peu consultent un médecin ou un pharmacien (Figure.3.4).

Des résultats similaires ont été obtenus par EDDOUKS et al., [401], ou 65%
des utilisateurs se basaient sur I'expérience d'autres personnes, 49% consultaient

un guérisseur traditionnel, alors que seulement 1% consultaient un pharmacien.

Par ailleurs, parmi les plantes médicinales les plus couramment utilisées,

certaines sont connues par leur pouvoir toxique tels que le Nerium oleander [405] ;
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[406] et Nigella sativa [407]; [408]. Malheureusement, beaucoup d’herboristes
ignorent la toxicité de certaines plantes ainsi que les modalités de leur usage et ne

peuvent donc pas mettre en garde leurs clients.

Effectivement, EDDOUKS et al., [401] ont remarqué que 70% des personnes
questionnées ne respectaient pas les doses et la durée du traitement prescrites.
C’est pour cela que I'utilisation des plantes médicinales doit étre rationalisée pour

en tirer profit tout en évitant les risques d’intoxication.

60
50

40

Fréquence

30

0

Autres Herboriste Livres Médecin  Pharmacien
utilisateurs

Figure.3.4. Fréquence des sources d’information pour 'usage des plantes

3.1.2. Diversité des plantes médicinales utilisées dans la région d’étude

Lors de I'enquéte, nous avons recensé 65 espéces locales et importées,

appartenant a 32 familles botaniques.

Parmi elles, les plus importantes sont, la verveine, la menthe, l'origan,
I'armoise, I'eucalyptus, le thym, le fenouil, le gingembre, la camomille, le romarin la
cannelle, I'anis verte et enfin Chendgoura (A.iva) (Figure.3.5). La liste détaillée

figure dans le Tableau.1. Appendice.H.

Parmi les 32 familles, les plus représentées sont les Lamiaceae (12 espéces),
les Apiaceae (6 espéces), les Asteraceae (5 espéces), les Fabaceae et les

Lauraceae (4 espéces), suivies par les Myrtaceae et Rosaceae (3 espéces) et les
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Rhamnaceae, Rutaceae et Zingiberaceae (2 espéces). Les 22 familles restantes ne

comptent qu’une seule espéce chacune.

Des résultats similaires ont été observés, avec quelques légeres différences,
au cours des enquétes ethnomédicinales réalisées dans plusieurs pays autour du
bassin méditerranéen [409], notamment celle de JOUAD et al., [400] ; EDDOUKS
et al., [401] ; NAGHIBI et al., [410] ; MEHDIOUI et KAHOUADJI, [411] ; TAHRAOQOUI
et al., [412] ; LAHSISSENE et KHAOUADJI, [413] ; SALHI et al., [414] et par ORCH
et al., [403].

Nos résultats montrent bien la diversité des plantes médicinales utilisées par
la population de Tizi Ouzou pour leurs soins de santé primaires. Le méme constat
a été rapporté par MEDDOUR et MEDDOUR-SAHAR, [415], lors de leur enquéte
ethnobotanique dans la méme région, ou ils ont inventorié une centaine d’espéces

de plantes médicinales, avec une prédominance des Lamiaceae et des Asteraceae.

Des résultats similaires ont été obtenus par NAGHIBI et al., [410];
LAHSISSENE et KHAOUADJI, [413] ; SALHI et al., [414] et ORCH et al., [403] avec

une utilisation assez importante de la menthe, I'origan et le thym (Lamiaceae).
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Figure.3.5. Fréquence d’utilisation des différentes plantes médicinales
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3.1.3. Fréquence d’utilisation de I'espéce Ajuga iva et usages thérapeutiques

Les résultats de I'enquéte ethnobotanique révélent que sur les 86 utilisateurs
de plantes, 69,77% n’ont jamais entendu parler de Chendgoura sous tous ses
noms. Les 30,23% restant qui la connaissent, l'utilisent entiére (61,54%) ou
uniquement ses feuilles (38,64%), pour préparer des tisanes (88,46%) ou des

mélanges a base de poudre de plante et de miel (11,54%) (Figure.3.6).

L’utilisation de la partie aérienne seulement peut s’expliquer soit par I'efficacité
déja établie de cette partie en phytothérapie, soit par la bonne volonté du cueilleur

a vouloir protéger et assurer la durabilité de 'espéce médicinale.

Nos résultats confirment ceux de plusieurs auteurs, qui ont rapporté que les
parties aériennes des plantes médicinales notamment les feuilles, sont les plus
utilisées dans la médicine traditionnelle [411] ; [12] ; [404] ; [416].

Plusieurs auteurs ont souligné que le mode d’administration des plantes
médicinales le plus fréquent lors de leurs enquétes ethnobotaniques, était celui des
tisanes. En effet d’aprés I'étude de SALHI et al., [414], les tisanes et plus
précisément la décoction, représentaient 62,3% des modes d’administration. Selon
eux elles permettent de recueillir le maximum de principes actifs des plantes, et

d’atténuer ou d’éliminer leurs éventuels effets toxiques.

Ce mode d’administration est largement rapporté dans la littérature [306] ;
[307]; [303]; [302], mais aussi dans des études réalisées par MEHDIOUI et
KAHOUADJI, [411] (47%) ; BENKHNIGUE et al., [12] (46,41%) et BENLAMDINI et
al., [404] (40,55%).

Selon plusieurs études, et contrairement a la nbtre, A.iva est une plante trés
connue et largement utilisée pour traiter de nombreuses pathologies comme le
diabéte et 'hypertension artérielle, notamment au royaume du Maroc [412] ; [413] ;
[402] ; [403].
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Malgré la trés faible masse de données recueillies au cours de notre enquéte,
concernant 'usage thérapeutique d ‘A.iva, nous avons tout de méme pu déterminer
quelques pathologies contre lesquelles elle serait efficace. En effet, la majorité des
utilisateurs placent en premiére position les douleurs ou troubles digestifs, suivis du
diabéte, la dermatose du cuir chevelu, divers maux, [I'hypertension et

I’nypercholestérolémie et enfin I'inflammation (Figure.3.7).

D’aprés la classification des soins primaires dans la région méditerranéenne y
compris I'Algérie, le groupe thérapeutique qui comprend le plus grand nombre de
plantes médicinales est celui des pathologies gastro-intestinales, avec la

prédominance de la famille des Lamiaceae [409].

La prédominance des pathologies digestives en phytothérapie, a été rapportée
dans diverses études réalisées par, OUELD EL HADJ et al., [416] avec un
pourcentage de 26,38% ; SALHI et al., [414] avec pourcentage de 26,15% ;
BENLAMDINI et al., [404] avec un taux de 45% ; et MEHDIOUI et KAHOUADJI,
[411] avec un pourcentage de 50%, et une prédominance de I'espéce Thymus

broussonetii.

Nos résultats confirment ceux obtenus par BOUALLAMA et al., [402], ou A.iva
est largement utilisée dans le traitement des pathologies digestives, du diabéte, des

algies diverses ainsi que les affections internes.
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Figure.3.6. Fréquence d’utilisation, parties utilisées et modes d’administration
d’A.iva
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Figure.3.7. Fréquence des usages thérapeutiques d’A.iva
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3.2.ldentification botanique de la plante

La plante récoltée (Figure.3.8) est identifiée en la comparant aux spécimens
de I'herbier du département de botanique de 'lENSA (El Harrach) (Figure.3.9). C’est
une plante rampante de petite taille, qui mesure 152,601£0,21 mm de long (n=42),
avec une tige trés feuillue et ligneuse vers la base, telle qu’elle est décrite dans la
littérature [8] ; [310] ; [307].

Chendgoura
"Ajuga iva "
Tizi Ouzou

a Algérie, 2015

Figure.3.8. Echantillon d’A.iva récoltée & Bouyala, Tizi Ouzou : (a) sec, (b) frais
(Originale, 2015).

Figure.3.9. Spécimens d’A.iva de I'herbier de TENSA (Originale, 2015).
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L’identification générale de la plante entiére est complétée par quelques
observations macroscopiques sous une loupe et microscopiques sous microscope

photonique.

3.2.1. Etude de I'aspect macroscopique
3.2.1.1.La Tige

L’observation a la loupe, révéle une tige verte, trés pubescente, a section

rectangulaire et mesure 133,72+21,13 mm de long (n=42) (Figure.3.10).

3 % g}vg

Y

Figure.3.10. Observation de la tige d’A.iva sous la loupe (Gx 4,5). a) poils

épidermiques. b) section transversale (Originale, 2015).

3.2.1.2. Les feuilles

Trés nombreuses, elles mesurent 32,01£2,88 mm de long (n=42). Ce sont des
feuilles sessiles (Figure.3.11), d’'un vert foncé sur la face supérieure et un vert clair
sur la face inferieure, de forme oblongue a linéaire, pubescentes, enroulées sur les
bords vers la face inferieure et sont soit entiéres, soit un peu dentées au sommet
(Figure.3.12).
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Feuilles sessiles

Bourgeon floral

Tige

Figure.3.11. Observation des feuilles sessiles d’A.iva sous la loupe (Gx2,5)
(Originale, 2015).

Bord enroulé

Extrémité dentée —6";"’& :

Nervure centrale

Poils épidermiques

Figure.3.12. Observation de la feuille d’A.iva sous la loupe (Gx2,5). a) face
supérieure. b) face inferieure (Originale, 2015).

3.2.1.3. Lafleur

A.iva produit de petites fleurs qui mesurent 16,89+£1,19 mm de long (n=42).
Elles se disposent par deux ou quatre par verticille (Figure.3.13). Leur couleur est
blanchatre au stade bouton, rose trés pale au début de I'épanouissement, et
deviennent par la suite pourpres (Figure.3.15). Le calice mesure 6,11+0,52 mm
(n=42), il est velu, composé de 5 dents triangulaires et porte une corolle a tube en
entonnoir, dont la lévre supérieure est trés réduite voir absente (Figure.3.14). La
lévre inférieure de la corolle se divise en trois lobes velus. Les latéraux sont de
petite taille et le lobe médian est relativement plus grand et dont la partie centrale

est décorée d’'un trait vertical jaunatre et des petites taches pourpres (Figure.3.15.).
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Poils épidermiques

Corolle avant
épanouissement

Boutons floraux

Calice denté

Figure.3.14. Bourgeons d’A.iva. a) boutons floraux. b) corolle avant
épanouissement (Originale, 2015).
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Figure.3.15. Fleur d’A.iva. a) au début de I'épanouissement. b) aprés
épanouissement (Originale, 2015).
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Dans la fleur, il y'a quatre étamines saillantes et pubescentes, les deux
externes plus grandes que les deux autres. Les quatre étamines sont liées a quatre
carpelles au fond du calice, et sont surmontées d’'un style avec un stigmate bifide
(Figure.3.16).

Stigmate
Style

Anthere :
) Etamine
Filet

Pollen

4 2 :
Figure.3.16. Etamines et partie du pistil de la fleur d’A.iva (Originale, 2015).

Les fleurs produisent des fruits qui contiennent des graines vertes luisantes
(Figure.3.17) qui deviennent brunatres, puis noires avec une écorce dure et ridée

aprés maturation (Figure.3.18).

Dents

Calice fermé

Graines

Loges carpellaires

Figure.3.17. Observation du calice d’A.iva sous la loupe (Gx 4,5). a) calice fermé.
b) calice ouvert avec des graines immatures (Originale, 2015).
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Figure.3.18. Observation des graines d’A.iva sous la loupe (Gx4,5)
(Originale, 2015).

3.2.2. Etude de I'aspect microscopique

L’étude de l'aspect microscopique consiste en I'observation des tissus qui
composent les différents organes de la plante, a savoir la feuille et la tige. Cette
étape permet de mettre évidence I'existence de structures particuliéres et des tissus

sécréteurs. L’observation est réalisée sur des sections fines colorées.

3.2.2.1. La tige

La coupe transversale de la tige révele sa forme quadrangulaire, sa pubescence,
les différents tissus qui la composent (Figure.3.19) et aussi la présence de

quelques poils sécréteurs a tete vésiculaire (Figure.3.20).

Parenchyme médullaire
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Cuticule

Poil épidermique

Figure.3.19. Observation de d’une coupe transversale au niveau de la tige d’A.iva,
sous microscope optique (Gx10) et (Gx40). (Originale, 2015).
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une coupe transversale au niveau de la tige sous microscope optique.
a), b), d) Gx10. ¢) Gx40 (Originale, 2015).

3.2.2.2. La feuille

La coupe transversale de la feuille vue sous microscope, montre qu’elle est
composée de deux parties minces entre lesquelles se trouve une partie lobée. Elle
est composée de différents tissus, a savoir, un épiderme supérieur et inferieur, un
parenchyme palissadique et lacuneux, des faisceaux conducteurs (bois et liber) et

un épiderme inferieur (Figure.3.21).

Epiderme supérieur
Parenchyme palissadique

Parenchyme lacuneux

Faisceaux conducteurs

Epiderme inferieur

Figure.3.21. Observation de la coupe transversale au niveau de la feuille d’A.iva,
sous microscope optique (Gx40) (Originale, 2015).
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3.3.Etude phytochimique
3.3.1. Teneur en eau par la méthode pondérale

Les résultats de la teneur en eau (TE%) d’A.iva sont exprimés en

moyennexSEM de trois répétitions.

Tableau.3.1. Teneur en eau d’A.iva

Poids frais (g) 1,254 + 0,005
Poids sec (g) 0,3818 + 0,008
TE (%) 69,56 + 0,55

D’apreés les résultats dans le Tableau.3.1., A. iva est une plante trés riche en
eau, avec une teneur avoisinant les 70%, ce qui équivaut presque au 3/4 de son

poids a I'état frais.

L’eau est une substance essentielle pour la vie sur terre, étant donné qu’elle
est le constituant majeur des organismes vivants. Chez les plantes, I'eau est
indispensable pour leur développement ; le maintien de leur structure cellulaire ainsi
que le bon déroulement des réactions métaboliques [417]. Elle représente 70 a 95%
du poids frais des plantes [418] et joue un rdle trés important dans le transport des
éléments essentiels a leur survie. Un manque d’eau peut entrainer une diminution
de la photosynthése et par conséquent la réduction de la respiration et l'altération
de certains processus enzymatiques. |l est également accompagné par le
ralentissement de la multiplication cellulaire, la fermeture des stomates, et dans les

cas extrémes de déshydratation, la mort de la plante [419].

La teneur d’'une plante en eau est souvent élevée, mais varie d’'une plante a

une autre et aussi selon I'organe considéré [419].

3.3.2. Teneur en cendre

Suite a la calcination totale de la poudre d’A.iva, nous avons obtenu des
cendres sous forme de fine poudre et de couleur gris clair (Figure.3.22), avec un
poids moyen de 0,610,002 g, soit une teneur de 12,03+0,05 % Tableau.3.2.
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Tableau.3.2. Teneur en cendres d’A.iva

Poids frais (g) 5,00
Poids sec (g) 0,60 + 0,002
TC (%) 12,03 + 0,05

Figure.3.22. Calcination d’A.iva. a) plante pulvérisée. b) cendres végétales
(Originale, 2017).

La cendre représente le résidu inorganique restant, aprés élimination de I'eau
et des matiéres organiques par combustion. Elle est constituée essentiellement de
minéraux faiblement volatiles, qui ne sont pas détruits par le chauffage [420]. Les
constituants de la cendre peuvent varier avec le temps, d’'une espéce a une autre,

mais aussi d'un organe a l'autre chez la méme espéce [421].

Chez Hyptis Suaveolens une espéce de la famille des Lamiaceae étudiée par
PACHKORE et DHALE, [422], le taux de cendre était de 6,88%, ce qui largement

inférieur a celui obtenu chez A.iva dans notre étude.

BEGUM et al., [423], ont trouvé un taux de cendres totales élevé de 27,5%,

chez I'espéce Asparagus officinales appartenant a la famille des Asparagacea.

Une autre étude réalisée par VERMANI et al., [424], sur plusieurs espéces de
plantes médicinales utilisées en Inde, montre bien cette différence de taux cendres
entre des especes de différentes familles. Ce taux était de 6,5% chez Butea

monosperma (Fabaceae), 5,3% chez Cassia fistula (Fabaceae), 2,0% chez
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Quercus infectoria (Fagaceae), 7,2% chez Tinospora cordifolia (Menispermaceae)

et enfin 7,4% chez Cedrela Toona (Meliaceae).

Les résultats de NDUCHE et al., [425], ont montré aussi une légére différence
de taux de cendres chez trois especes de genre différents, appartenant a la famille
des Asteraceae; a savoir, I'Ageratum conyzoides avec 12,13%, Conyza

sumatrensis avec 14,34% et Emilia coccinea avec un taux de 13,23%.

Ces résultats montrent que le taux de cendres varie d’'une plante a une autre

méme si elles font partie du méme genre ou de la méme famille.

3.3.2.1. Dosage des ions par chromatographie ionique

Les chromatogrammes obtenus suite a l'analyse des cendres d’A.iva par
chromatographie ionique (Figure.3.23. et Figure.3.24.), ont permis de mettre en

évidence la présence de 6 minéraux dont 4 cations et 2 anions (Tableau.3.3).
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Figure.3.23. Chromatogramme des cations chez Ajuga iva.
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Figure.3.24. Chromatogramme des anions chez Ajuga iva.

Les résultats révelent que A.iva contient des éléments minéraux essentiels
pour son développement, tels que les macronutriments : sodium, potassium,

magnésium, calcium et sulfate, et les micronutriments : chlorure.

Nous remarquons aussi que le potassium occupe la premiére place avec une
teneur de 0,76%, suivi par le sodium a 0,50% et le sulfate a 0,41%, puis le calcium

et le chlorure a 0,26% et 0,23% respectivement et enfin le magnésium a 0,06%.

Ces éléments possédent des fonctions importantes chez la plante, vu qu’ils
entrent dans la composition de la paroi cellulaire (oxalate de calcium), de certaines
protéines et acides aminés (Vitamines et sulfure) et de la chlorophylle (Magnésium),

et que certains agissent comme activateurs d’enzymes (Potassium, chlorine) [426].

Cette richesse en éléments minéraux essentiels, justifie peut-étre la large
distribution de I'espéce A.iva jusqu’au zones arides et semi-arides, ou elle s’adapte

parfaitement avec la dureté du climat.
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Tableau.3.3. Composition minérale d’A.iva

Cations

Pic Temps de pMinéraux Concentration Teneur dans 100g

rétention (ppm) de plante (%)
1 4,22 Sodium 4,162 0,50
2 5,81 Potassium 6,306 0,76
3 9,32 Magnésium 0,497 0,06
4 11,55 Calcium 2177 0,26
Anions
1 5,09 Chlorure 1,935 0,23
2 8,84 n.i. n.i. n.i.
3 9,62 Sulfate 3,432 0,41

Mis a part les réles essentiels attribués a ces éléments dans le développement
des végétaux, selon THOMAS et KRISHNAKUMARI, [427], il est trés important
d’investiguer la composition minérale des plantes médicinales, car elle peut bien

étre a l'origine d'un effet pharmacologique.

D’aprés VERMANI et al., [424], les minéraux jouent un réle trés important dans
la lutte contre diverses maladies et processus dégénératifs. lls peuvent également
prévenir et réduire les dommages dus aux polluants environnementaux et améliorer
la capacité de travail et d'apprentissage. Certains minéraux sont essentiels a une
alimentation saine, comme le calcium, le phosphore, le potassium et le sodium. En
effet, selon 'OMS, [428], Le calcium, le potassium et le magnésium sont des
éléments nécessaires pour la réparation des tissus usés, des os et des dents

solides et a la mécanisation du corps humain.

D’autres études ont aussi montré I'importance des minéraux tels que le
sodium, le potassium, le magnésium, le calcium, le manganése, le cuivre, le zinc et

I'iode, dans la réduction des risques liés aux maladies [429] ; [430].
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3.3.3. Screening phytochimique préliminaire

Les résultats des tests colorimétriques en tubes dans le Tableau.3.4, révélent
la présence de différents métabolites secondaires dans I'extrait d’A.iva. La réaction
positive aux tanins, flavonoides, iridoides, composés réducteurs, mucilages et
terpénoides est plus prononcée par rapport a celle des huiles volatiles, saponines,
stérols et coumarines (Figure.8. Appendice.l). Le test se révele négatif concernant

les alcaloides, les glycosides et les quinones libres.

L’analyse phytochimique a permis de constater la présence de 2 grands
groupes de métabolites secondaires : les composés phénoliques et les composés

terpéniques.

Tableau.3.4. Screening phytochimique d’Ajuga iva

Principes actifs Résultats
, Galliques +++
Tanins :
Catéchiques  +++
Flavonoides +++
Saponines +
Iridoides +++
Composés Réducteurs ++
Mucilages +++
Terpénoides +++
Stérols
Huile volatile
Coumarines
Alcaloides -
Glycosides -

Quinones libres

- . Test négatif,
++ : Test positif,

+ : Test faiblement positif,
+++ : Test fortement positif.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par HARIRI et OUIS, [431].
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Plusieurs études chimiques antérieures avaient montré qu’A.iva est riche en
métabolites secondaires tels que, les flavonoides, stéroides, terpénes, et

ecdysones [313].

BENNAGHMOUCH et al. [322], ont isolé des parties aériennes d’A.iva du
Maroc plusieurs flavonoides notamment la quercetine, la lutéoléine, le chrysoériol,
'apigénine, la naringénine, le 5,5'- dihydroxy 7,4'-diméthoxyflavone et le 5,7-
dihydroxy 4'.5'diméthoxyflavone. En plus des flavonoides cités, GHEDIRA et al,,

[323] ont isolé la Naringine et I'’Apigénine 7-O néohespéridoside.

Des iridoides (Harpagide ; 6-désoxyharpagide ; 8-O-acétylharpagide) ont été
isolés aussi par ASSAAD et al., [324].

3.3.4. Etude des principes actifs d’A.iva
3.3.4.1. Etude des composés volatils
3.3.4.1.1. Extraction et rendement de I'huile essentielle (HE)

L'HE extraite par hydrodistillation a partir des parties aériennes d’A.iva est de
couleur orange foncé, avec un rendement de 0,16+£0,02 % (Tableau.3.5) et
(Figure.3.25).

Ce rendement est relativement faible malgré I'odeur trés forte que dégage
cette espéce mais, il peut varier selon la région de récolte, le facteur climatique ainsi

que le procédé d’extraction.

Tableau.3.5. Rendement, caractéres physicochimiques et organoleptiques de I'HE

Indice de réfraction 1,46133
T ambiante  Semi solide

Aspect +4 Solide

-18 Congelée
Couleur Orange foncé
Odeur Forte et plaisante

Rendement % 0,16 + 0,02
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a
Figure.3.25. Huile essentielle d’A.iva. a) dans I'essencier du Clevenger. b)
collectée dans un flacon (Originale, 2015).

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par les deux auteurs ayant
précédemment rapporté le faible rendement de leurs extractions par
hydrodistillation, lors de leurs travaux sur la méme espéce. En Lybie, le rendement
obtenu par EL-HAWARY et al., [342] était de 0,5%, et celui obtenu par CHOUITAH
et al., [432] en Algérie était de 0,33%.

Selon une étude réalisée en Turquie par KOCABAS ET KARAMAN, [292], le
genre Ajuga était classé dans le groupe des genres pauvres en huile essentielle.
En effet, les résultats de plusieurs auteurs le confirment, tel que BASER et al., [433]
de Turquie, avec un rendement de 0,1% pour Ajuga bombycina ; VOHRA et KHOR,
[434] du Pakistan avec 0,2% pour Ajuga bracteosa ; ARDEKANI et al., [435] d’lIran
avec 0,3% pour Ajuga chamaecistus subsp. tomentella; MITIC et al., [436] de
Serbie avec 0,05% pour Ajuga chamaepitys ssp. chia Arcangeli ; KUCUKBEY et al.,
[437] de Turquie avec 0,02% pour Ajuga orientalis et MOVAHHEDIN et al., [438]

d’Iran avec 0,3 % pour Ajuga chamaecistus subsp. scoparia.

3.3.4.1.2.Composition de 'huile essentielle

L’analyse de 'HE d’A.iva par CG-MS, a permis d’obtenir le chromatogramme

représenté dans la Figure.3.26.

Le chromatogramme comporte 51 pics au total. Chaque pic est soumis a une
analyse par spectrophotométrie de masse, permettant ainsi d’identifier plusieurs
molécules grace a leur spectre de masse (Figures.9 a 14. Appendice.l) répertoriés

dans plusieurs bases de données. La composition est détaillée dans le Tableau.3.6.
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Figure.3.26. Chromatogramme de la CG-MS de I'HE d’A.iva.

41 composants majeurs et mineurs, représentant 99,30% de la composition
de 'HE d’A.iva sont identifiés.

Les composants majeurs sont I'Hexahydrofarnesyl acetone ou phytone
(18,21%), le thymol (12,39%), I'anéthol (6,79%), le B-tumerone (3,93%), le (-)-
Caryophyllene oxide (3,86%), le carvove (3,57) et le phytol (3,12%). Le pourcentage

du reste des composants varie de 2,72% pour le caryophyllene a 0,10% pour le

nonadecane.
Tableau.3.6. Composition chimique de 'HE d’A.iva
TR Composant Aire %
7,0 Linalool 2,28
8,0 Camphor 1,89
8,8 a-terpineol 0,43
8,9 Estragol 1,76
9,8 Cuminaldehyde 0,71
9,8 Carvone 3,57
10,0 Lavandulol 2,27
10,3 Benzoic Acid 1,35
10,5 (E)-Anethole 6,79
10,7  Thymol 1,95
10,9 Thymol 12,39
11,6  a-terpinyl acetate 0,68
12,1  Copaene 0,42
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12,9
13,3
13,4
13,8
13,9
14,1
14,5
15,0
15,4
15,5
15,8

15,8

16,0
16,2
16,4
16,5
16,8
17,0
18,8
19,2
19,8
20,1
21,2
21,8
21,8
22,1
22,9
24,0
25,0
26,0
27,2
28,6
30,3
32,4
35,1
38,5

(E)-Caryophyllene 2,72
Triacontane 1,78
a-humulene 0,47
a-curcumene 0,76
Trans-beta-lonone 1,51
a-Muurolene 0,43
trans-[2-(E,E-Penta-1,3 dienyl) cyclohexyl] dimethyl maleate 3,05
(-)-Caryophyllene oxide 0,38
(-)-Spathulenol 1,75
(-)-Caryophyllene oxide 3,86
Ledol 0,49
15-Oxabicyclo (12.1.0) pentadeca-6,10-diene-7-methanol, 051
5hydroxy-1,11-dimethyl ’

Apiole 0,40
1-Cadinol (Cedrelanol) 0,60
11,14,17-Eicosatrienoic acid, methyl ester 0,94
B-Turmerone 3,93
Nonadecane 0,18
Hexacosanol 1,31
Hexahydrofarnesyl acetone 18,21
isobutyl phthalate 1,51
(E,E)-Farnesyl acetone 0,86
Tricosane 0,25
4-epidehydroabietal 0,31
2-tetradecynal,4-hydroxy 0,77
Nonadecane 0,10
Phytol 3,12
Hexatriacontane 0,33
Pentatriacontane 0,80
Pentatriacontane 0,81
Tetracosane 2,20
Tetratetracontane 1,74
Pentatriacontane 2,38
2-Methyloctacosane 1,22
Tetratetracontane 1,84
Pentatriacontane 0,53
Pentatriacontane 0,73
Total 99,30
Total diterpénes oxygénés 3.43
Total monoterpénes oxygénés 34,74
Total hydrocarbures sesquiterpénes 4,80
Total sesquiterpénes oxygénés 31,60
Total hydrocarbures non-terpéniques 14.89
Total hydrocarbures non- terpéniques oxygénés 9,84
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Le profil chimique de I'HE d’A.iva difféere qualitativement et quantitativement
de celui rapporté par les deux seuls auteurs ayant travaillé sur 'HE de la méme
espece, EL-HAWARY et al., [342] de Libye et CHOUITAH et al., [432] d’Algérie.

Cependant, nous avons trouvé quelques composants communs (Tableau.3.7).

En effet, les composants majeurs retrouvés par EL-HAWARY et al., [342]
étaient le Carvacrol (35.07%), le n-Octadecane (10,06%) et le Methyl chavicol
(6,50%), et ceux retrouvés par CHOUITAH et al., [432] étaient le Di-(2-ethylhexyl)
phthalate Dienestrol (54,04%), 'eucalyptol (12,27%), le Benzene, 1,2-dimethoxy-4-
(2-propenyl)- (CAS) o-Xylene (7,98%).

Bien que les trois HE possédent des composants en commun, le taux de la

majorité d'entre eux est plus élevé dans I'HE de notre plnate (Tableau.3.7).

Tableau.3.7. Comparaison de la composition des HE d’A.iva avec la littérature

Auteurs Composants majeurs Composants communs

- 'Hexahydrofarnesyl acétone (18,21%),

- Thymol (12,39%) - Thymol (12,39%)

- Aanéthol (6,79%) - E-Caryophyllene (2,72%)
Ajuga iva - B-tumerone (3,93%) - Carvone (3,57%)

- (-)-Caryophyllene oxide (3,86%) - Linalool (2,28%)

- Carvove (3,57%) - (-)-Spathulenol (1,75%)

- phytol (3,12%)

_ [5
EL- Thymol (0,73%)

- 0, _ _ o

HAWARY Carvacrol (35,07%), E-Caryophyllene (0,56%)
etal, [342] n-Octadecane (10,06%) - Carvone (2,14%)
(L;bie) - Methyl chavicol (6,50%) - Linalool (1,51%)

- Spathulenol (3,24%)

- Di-(2-ethylhexyl) phthalate Dienestrol (54,04%)
- Eucalyptol (12,27%)
CHOUITAH - Benzene, 1,2-dimethoxy-4(2-propenyl)- (CAS)
et al.,, [432] o-Xylene (7,98%) - (-)-Spathulenol (1,77%)
(Algérie) - 9-Octadecen-12-ynoic acid, methyl ester (CAS)
1-Octadecanol (5,80%)
- 3-carene (4,46%).
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Plusieurs des composants de I'HE de notre étude sont retrouvés (avec leurs
isoméres) dans les HE de différentes espéces du genre Ajuga et avec des
pourcentages différents tel que le (E)-p-Caryophyllene (30,9%) et le caryophyllene
oxide (24,9%) dans I'HE d’Ajuga comata d’'lran [439] ; le linalool (14,5%) dans Ajuga
chamaepytis ssp. Chamaecistus d’lran [440] ; y-murrolene (40,3%) dans Ajuga
chamaepytis ssp. chamaepytis d’espagne [441]; B-Caryophyllene dans Ajuga
orientalis d’'lran [442]; le phytol dans Ajuga orientalis de Turquie [437];
caryophyllene oxide (6,8%) et Hexahydrofarnesyl acetone (6,5%) dans Ajuga austo-
iranica d’lran [443]; B-Caryophyllene, y-murrolene, caryophyllene oxide, o-

humulene dans Ajuga parviflora d’Inde [444].

Par ailleurs, les résultats de notre étude réveélent que I'HE d’A.iva est riche en
sesquiterpénes (36,40%), monoterpenes oxygénés (34,74%) et en hydrocarbures
(24,73%). Elle contient aussi des diterpénes oxygénés, représentés par le 4-

epidehydroabietal et le phytol, mais avec un trés faible pourcentage (3,43%).

Nos résultats different de ceux Jd’EL-HAWARY et al, [342], ou les
monoterpénes étaient plus abondants avec un pourcentage de 52,33%, suivis par

les hydrocarbures a 27,63% et enfin les sesquiterpénes a 19,44%.

Dans I'étude de MOTHANA et al., [445], sur 'HE d’Ajuga bracteosa du Yémen,
les monoterpénes étaient également plus abondants avec un pourcentage de
34,2%.

Méme constat pour d’ARDEKANI et al., [435]. Les monoterpénes étaient
beaucoup plus abondants avec un pourcentage de 74,82% chez Ajuga

Chamaecistus ssp tomentella,

En raison du manque de données suffisantes sur I'HE d’A.iva, il n'est pas
évident de déterminer les facteurs qui peuvent influer sur sa composition chimique.
Cependant, ces différences pourraient étre dues soit a des facteurs
environnementaux (climat, saison, altitude, période de collecte et composition du

sol) ou bien des facteurs génétiques.
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D’aprés BURBOTT et LOOMIS, [446], les plantes exposées a beaucoup de
lumiére et a une température élevée produisent beaucoup plus d’HE et une longue
période de chaleur provoque une augmentation du taux de matiére séche par plante

et donc de la teneur en HE.

EL-KELTAWI et CROTEAU, [447] ; [448] ont montré que la formation d’'HEelle
est liée aux régulateurs génétiques, par un effet direct sur le métabolisme des

monoterpénes et sur les niveaux d’activité des enzymes biosynthétiques.

3.3.4.2. Etude des composés non volatils

3.3.4.2.1. Résultats des extractions

Les résultats dans le Tableau.3.8. révélent que le rendement des extractions
avec les solvants polaires est plus élevé que celui obtenu avec le solvant apolaire.
Il est plus élevé pour la décoction aqueuse (16,08+0,23%) par rapport a I'extraction
par I'éthanol (10,37+0,13%) et I'éther de pétrole (3,27+0,06%).

Tableau.3.8. Résultats de I'extraction des principes actifs d’A.iva

Solvant Ether Ethanol Eau
Type d’extraction Soxhlet Soxhlet Décoction
Aspect (Figure.5.Appendice.l) Huileux Pateux Floconneux

Couleur (Figure.5.Appendice.l) Marron foncé Vertfoncé Marron clair
Rendement % 3,27 +0,06 10,37 +£0,13 16,08 + 0,23

En général, la teneur en extrait sec peut varier d’'une plante a une autre en
fonction de plusieurs facteurs tels que, la nature des phytoconstituents, la méthode,

la température et le solvant d’extraction, etc.

Nos résultats concordent avec une légere différence avec ceux de MAKNI et
al., [328] qui ont obtenu un rendement en extrait méthanolique (15,00£1,70%)
légerement plus élevé par rapport a I'extrait aqueux (12,40+£1,90%), et difféerent de

ceux d’EL-HILALY et al., [9] concernant I'extrait aqueux (25% p/p).
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Plusieurs études ont démontré que le rendement dépend du solvant et de la
technique d’extraction [449]; [450] et que l'extraction a température élevée
permettait d’obtenir un meilleur rendement [451] ; [452] et aussi, que I'eau extrait
mieux que les alcools absolus [351] ; [353] ; [354]. Ce qui est en accord avec nos

résultats.

3.3.4.2.2.Dosage des principes actifs
a. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux dans les différents extraits d’A.iva est
déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Le réactif vire du jaune au bleu
plus ou moins intense, en fonction de la quantité de polyphénols présents dans

I’extrait en solution.

La teneur en polyphénols totaux est calculée a l'aide de la courbe d’étalonnage
établie avec I'acide gallique (Figure.15. Appendice.l.) et elle est exprimée en

milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ext).

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits d’A.iva varie largement avec

une différence hautement significative (p<0,001) en fonction du solvant utilisé.

En effet I'extrait éthanolique occupe la premiére place avec une teneur de
24,1810,22 mg EAG/g ext sec. |l est suivi par I'extrait aqueux avec 20,54+0,30 mg
EAG/g ext sec, puis en derniére position I'extrait éthéré avec une teneur de
2,45+0,15 mg EAG/g ext sec (Tableau.3.9).

Tableau.3.9. Teneur en polyphénols totaux des extraits d’A.iva

Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g ext sec)

E. Aqueux E. Ethéré E. Ethanolique
20,54 £ 0,30 2,45 +0,15 24,18 £ 0,22
a.c ab b,c

Les extraits avec une lettre en commun, présentent une différence significative (p<0,001).
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Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par MAKNI et al., [328], ou la
teneur en polyphénols dans l'extrait méthanolique d’A.iva de Tunisie, était de
25,69+2,60 mg EAG/g ext sec et était plus élevée par rapport a I'extrait aqueux
(16,521+2,20 mg EAG/g ext sec).

BYSTRICKA et al., [455] ont signalé que la concentration et la dynamique de
la synthése des polyphénols dans les organes de la plante dépend de I'espéce, du

type d'organe et aussi du stade de croissance de la plante.

Nos résultats sont similaires a ceux retrouvés par ALBAYRAK et al., [456]
chez les différentes espéces de la famille des Lamiaceae en Turquie (Mentha
piperita, Thymus vulgaris, Melissa officinalis, Ocimum basilicum, Rosmarinus
officinalis et Salvia officinalis), avec des teneurs variant de 91,42+0,6 mg EAG/g ext
sec (Mentha piperita) a 111,03£0,6 mg EAG/g ext sec (Salvia officinalis) dans
I'extrait méthanolique, et de 20,06+0,1 mg EAG/g ext sec (Mentha piperita) a

59,23+0,1 mg EAG/g ext sec (Rosemarinus officinalis) dans I'extrait aqueux.

STANKOVIC, [457], avait rapporté que la teneur en polyphénols était plus
élevée dans l'extrait méthanolique de Marrubium peregrinium (49,27+0,815 mg
EAG/g d’ext sec) par rapport a I'extrait aqueux (46,78+0,258 mg EAG/g d’ext sec)
et I'extrait éthéré (27,44+0,556 mg EAG/g d’ext sec).

Nos résultats concordent aussi avec ceux obtenus par STANKOVIC et al,,
[453], qui ont noté que la teneur en polyphénols totaux était beaucoup plus faible
dans l'extrait éthéré de Teucrium montanum L. var. montanum, f. Supinum, par

rapport a I'extrait aqueux et I'extrait méthanolique.

Cependant, il est a noter que le réactif de Folin-Ciocalteu n’est pas spécifique
aux polyphénols et peut également réagir avec des protéines, des sucres

réducteurs, l'acide ascorbique et des composés soufrés [458].



140

b. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux dans les différents extraits d’A.iva est
déterminée par la méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3), qui forme un
complexe chromogéne de couleur jaune avec flavonoides et dont I'absorbance

maximale est a 415 nm.

La teneur en flavonoides totaux est calculée en s’aidant de la courbe
d’étalonnage établie avec la quercetine (Figure.16. Appendice.l), et elle est
exprimée en milligrammes équivalent quercetine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g

ext sec).

Les résultats dans le Tableau.3.10. montrent que I'extrait éthanolique est plus
riche en flavonoides avec une teneur de 17,15+0,22 mg EQ/g ext sec par rapport a
I'extrait aqueux (12,82+0,38 mg EQ/g ext sec) et I'extrait éthéré (1,37+0,26 mg EQ/g

ext sec), avec une différence tres significative (p<0,001).

Tableau.3.10. Teneur en flavonoides totaux des extraits d’A.iva

Teneur en flavonoides totaux (mg EQ/g ext sec)

E. Aqueux E. Ethéré E. Ethanolique
12,82 £ 0,38 1,87 £ 0,19 17,15 £ 0,22
a.c ab b,c

Les extraits avec une lettre en commun, présentent une différence significative (p<0,001).

Les résultats obtenus concordent partiellement avec ceux de MAKNI et al.,
[328] qui ont trouvé que chez A.iva de Tunisie, la teneur en flavonoides était plus
elevée dans l'extrait méthanolique 3,00+0,30 mg EQ/g ext sec que dans I'extrait
aqueux 1,14+0,20 mg EQ/g ext sec, mais avec des teneurs beaucoup plus faibles

que celles obtenues dans notre étude.

D’aprés GAO et LIU, [459], la concentration en flavonoides dans les extraits

de plantes dépend de la polarité des solvants utilisés pour leur extraction.



141

La teneur en flavonoides peut aussi varier significativement d’une espéce a
une autre méme au sein de la méme famille, comme 'ont démontré SYTAR et al.,
[460] avec différentes espéces de la famille des Lamiaceae de Slovaquie (Stachys
byzantina, Coleus blumei, Salvia officinalis, Salvia officinalis cv. Purpur, Mentha
suaveolens ; Lavandula officinalis, Mentha spicate, Rosmarinus officinalis, Melissa
officinalis). En effet la teneur en flavonoides variait de 0,2+0,0002 EQ/g ext sec chez

Melissa officinalis, a 11,1£0.003 EQ/g ext sec chez Stachys byzantina.

Nos résultats confirment ceux obtenus par STANKOVIC et al., [453], qui
avaient constaté que la teneur en flavonoides était plus importante dans I'extrait
méthanolique de Teucrium montanum L. var. montanum, f. Supinum par rapport

I'extrait aqueux et I'extrait éthéré.

STANKOVIC, [457] avait également démontré que I'extrait méthanolique de
Marrubium peregrinium était plus riche en flavonoides (54,77+0.598 mg ER/g d’ext
sec) que l'extrait aqueux (18,78+0.417 mg ER/g d’ext sec) et I'extrait éthéré
(22,9210.386 mg ER/g d’ext sec).

c. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés dans les différents extraits d’A.iva est réalisé
en utilisant le réactif Folin Denis, qui vire du jaune au bleu suite a la réduction de
I'acide phosphomolybdique et tungstique en milieu alcalin, en oxyde de tungsténe

et de molybdéne en présence de tanins condensés.

La concentration en tanins condensés est calculée a l'aide de la courbe
d’étalonnage établie avec l'acide tannique (Figure.17. Appendice.l), et elle
exprimée en milligrammes équivalent acide tannique par gramme d’extrait sec (mg
EAT/g ext sec).

Les résultats dans le Tableau.3.11. révélent la présence de tanins dans les
trois extraits d’A.iva avec des teneurs significativement différentes (p<0,001).

L’extrait aqueux se révele le plus riche avec 8,21+0,12 mg EAT/g ext sec. Il est suivi
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par I'extrait éthanolique avec 4,45+0,12 mg EAT/g ext sec et enfin I'extrait éthéré

avec une teneur de 0,09 + 0,02 mg EAT/g ext sec.

Tableau.3.11. Teneur en tanins condensés des extraits d’A.iva

Teneur en tanins condensés (mg EAT/g ext sec)

E. Aqueux E. Ethéré E. Ethanolique
8,21 +0,12 0,09 £ 0,02 4,45 +0,12
a,c a,b b,c

Les extraits avec une lettre en commun, présentent une différence significative (p<0,001)

Nos résultats concordent avec ceux de MAKNI et al., [328], qui ont constaté la
présence de tanins condensés dans les extraits d’A.iva de Tunisie, mais avec une
teneur beaucoup plus élevée dans I'extrait méthanolique avec 19,60+2,90 EC/g

d’ext sec et I'extrait aqueux avec 16,10+3,30 EC/g sec.

Plusieurs études ont signalé la présence de tanins condensés avec des

teneurs plus ou moins importantes chez des espéces de la famille des Lamiaceae.

En effet DHULL et al., [461] ont trouvé dans I'extrait éthanolique d’Origanum
majorana, une teneur en tanins condensés ne dépassant pas les 2,5 mg EC/g

d’extrait sec.

Méme constat avec les travaux d’'OBIERO, [462] ou la teneur en tanins
condensés était faible dans I'extrait aqueux et méthanolique de Plectranthus

barbatus du Kenya.

3.3.4.2.3. Analyse de I'extrait apolaire par CG-MS

L’analyse de I'extrait éthéré d’A.iva par CG-MS nous a permis d’obtenir le

chromatogramme représenté dans la Figure.3.27.

Le chromatogramme de l'extrait éthéré comporte plusieurs pics, dont chacun
a été soumis a une analyse par spectrophotométrie de masse permettant ainsi

d’identifier plusieurs molécules grace a leur spectre de masse répertoriés dans la
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base de données NIST 11 et le calcul de I'indice de Kovats. La composition de

I'extrait éthéré est résumée dans le Tableau.3.12.
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Figure.3.27. Chromatogramme de la CG-MS de I'extrait éthéré d’Ajuga iva.

27 composants représentant 86,33% de la composition de l'extrait éthéré

d’A.iva sont identifiés.

Les composants majeurs de I'extrait éthéré sont le phytol (21,35%), I'acide
linoleique (15,11%), le dihydrophytol (8,47%), le I'isophytol (6,91%), I'acide adipique
ester (4,98%), 'heptacosane (4,71) et le pentacosane (4,06%). Le pourcentage du
reste des composants varie de 2,83% pour le tricosane jusqu’a I'état de traces,

comme pour le 2-(2-Hydroxypropoxy)-1-propanol (0,03%).

Tableau.3.12. Composition chimique de I'extrait éthéré d’A.iva

TR Ki Composant Aire %
7,5 904 Nonane 2,16
8,36 919 2-Methylheptan-4-one 0,33
12,94 1002 Ethyl 2-hydroxybutanoate 0,03
13,22 1006 2-(2-Hydroxypropoxy)-1-propanol 0,03
13,89 1015 Bis-(2-hydroxy-propyl)-ether 0,39

50,93 1573 Tridecenol (2E) 2,24




51,97 1591 Hexadecene-1 0,07
61,63 1773 Myristic acid 0,04
63,4 1809 Hexadecanal 0,16
64,32 1827 Loric acid, isopentyl ester 0,22
64,71 1835 Phytol 21,35
65,91 1859 Isophytol 6,91
66,83 1878 Dihydrophytol 8,47
69,12 1923 2-Methyl-hexanoic acid (Caproic acid methylé) 0,62
72,63 2002 Eicosane 0,42
73,61 2021 Hexadecanoic acid (Acide palmitique) 0,08
77,24 2094 Heneicosane 0,32
79,98 2157 Linoleic acid 15,11
81,1 2183 Stearic acid 0,68
81,69 2197 Dodecane 0,9
83,99 2253 Stearic acid venyl ester 0,38
85,94 2300 Tricosane 2,83
90,043 2389 Adepic acid di(2-Ethylhexyl) ester 4,98
91,15 2418 Oleic acid, 2-Hydroxyethyl ester 0,5
93,94 2499 Pentacosane 4,06
101,78 2692 Heptacosane 4,71
Autres hydrocarbures lourds 8,34
Total 86,33
Acides gras 22,61
Terpénes 36,73
Hydrocarbures 26,99
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Les résultats révélent que I'extrait éthéré est riche en terpénes (36,73%), plus

précisément les diterpénes tel que le phytol. Il est constitué aussi d’acides gras
(22,61%) et d’hydrocarbures (26,99%).

Nos résultats concordent avec ceux de KOURI et al., [464], qui ont constaté la

prédominance des terpénes dans la composition de I'extrait éthéré d’Origanum

dictamnus, avec un taux de 58,42%. Le carvacrol était le composant maijoritaire
avec 44,97%.

D’aprés MACH, [463], le phytol issu de la dégradation de la chlorophylle, est

essentiel a la biosynthése des tocophérols (vitamines E) qui protégent les lipides

des végétaux des dommages oxydatifs.
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Nous constatons aussi que les acides gras dans I'extrait éthéré d’A.iva sont
en majorité des acides gras saturés tel que, I'acide myristique, I'acide stéarique,

I'acide palmitique, I'acide laurique et I'acide caproique.

Des résultats similaires ont été obtenus par MOTAWE et al., [465], qui ont noté
que 61,1% des acides gras dans l'extrait éthéré de Nepeta cataria étaient des
acides gras saturés, principalement I'acide palmitique, I'acide stéarique, l'acide
myristique, l'acide arachidique, lI'acide docosanoique, l'acide laurique, I'acide

lignocérique et 'acide hexacosanoique.

3.4. Activités biologiques
3.4.1. Activité antimicrobienne
3.4.1.1. Activité antimicrobienne des extraits

Les résultats dans le Tableau.3.13. montrent que toutes les souches
microbiennes sont trés sensibles aux antimicrobiens testés avec un diamétre
compris entre 37,56+0,28 mm et 50,95+0,26 mm pour les champignons vis-a-vis du
Lamidaz et entre 33,23+0,89 mm et 40,29+0,21 mm pour les bactéries vis-a-vis du

Primazol.

L’action antimicrobienne des extraits aqueux et éthanolique qu’ils soient
extraits a chaud ou a froid, se révéle trés faible voire nulle vis-a-vis de la majorité

des souches microbiennes testées.

En effet, toutes les souches microbiennes montrent une résistance totale vis-
a-vis de la macération aqueuse et I'extrait aqgueux a 100 mg/ml. Une trés faible
activité est observée avec I'extrait aqueux a 300 mg/ml avec une zone d’inhibition
comprise entre 8,46+x0,51mm pour Escherichia coli et 8,88+1,23 mm pour

Salmonella spp.
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Méme constat avec I'extrait éthanolique extrait a chaud. A 100 mg/ml, il se
révéle inactif vis-a-vis de toutes les souches microbiennes, et un diamétre de
8,29+0,38 mm est observé avec a la dose de 300 mg/ml pour Pseudomonas

aeruginosa.

Par contre, nous observons une Iégére activité, considérée trés faible avec
I'extrait éthanolique extrait a froid, sur Pseudomonas aeruginosa (9,65+£0,65 mm)
(Figure.3.28), Bacillus subtilis (7,42+0,15 mm), Staphylococcus aureus (8,1910,26
mm) et Candida albicans (9,03+0,55 mm).

Figure.3.28. Zone d’inhibition. Primazol (T+) et macérat éthanolique d’A.iva
(Originale, 2016).

Nos résultats confirment ceux obtenus par ZERROUG et al., [326] qui ont
constaté une activité nulle du macérat méthanolique d’A.iva d’Algérie, sur Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas diminutus, et une
activité assez faible du macérat méthanolique de Teuricum polium sur les mémes

especes.

Dans les travaux de MAKNI et al., [328], I'extrait aqueux d’A.iva exercait une
activité trés faible sur les souches, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Aspergillus clavatus, Aspergillus niger et
Fusarium. Méme constat pour I'extrait méthanolique sauf pour les espéces,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Fusarium, ou la zone d’inhibition était

de 27,20 et 18 mm respectivement.
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En utilisant différentes méthodes d’extraction aqueuses (infusion, décoction,
macération et percolation), BOUABDELLI et al., [327], ont observé une activité
antibactérienne d’A.iva uniquement pour sa décoction et seulement sur Escherichia
coli et Staphylococcus aureus, avec un diametre de 18 et 17 mm respectivement.

Les autres extraits étaient soit inactifs ou bien leur activité était trés faible.

Les polyphénols et les flavonoides sont connus pour étre synthétisés par les
plantes en réponse a des infections microbiennes [468]. On leur attribue aussi
plusieurs propriétés biologiques, notamment les propriétés antimicrobiennes [469] ;
[30] ; [470].

Vu la teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits de la plante étudiée,

nous nous attendions a ce qu’une activité antimicrobienne leur soit liée.

Les résultats sont peut-étre influencés par les méthodes d’extractions
inadaptées a l'extraction de certaines substances actives antimicrobiennes, telles
que les iridoides, qui ne peuvent étre isolés que par I'extraction a I'eau chaude sous

pression [471].

3.4.1.2. Activité antimicrobienne de 'HE

Le potentiel antimicrobien de 'HE d’A.iva est évalué qualitativement par la
présence ou non de zone d'inhibition et quantitativement par détermination de la
CMI et CMB.

L'HE d’A.iva étudiée exerce un effet antibactérien sur toutes les bactéries
utilisées (Tableau.3.13). Cependant, les plus grandes zones d’inhibition sont
observées pour les souches Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre de
28,91+0,01 mm et Staphylococcus aureus avec un diamétre de 27,74+0,03 mm.
Pour les autres bacteries, le diamétre est de 25,74+0,04 mm pour Salmonella spp.,

23,55+0,04 mm pour Escherichia coli et enfin 19,61+0,02 mm pour Bacillus subtilis.
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D’aprés nos résultats, les valeurs les plus faibles de la CMI et de la CMB sont
observées pour Pseudomonas aeruginosa (CMI = 0,03% v/v et CMB = 0,06 % Vv/v),
elles sont suivies par celles de Staphylococcus aureus (CMI = 0,125% v/v et CMB
= 0,25 % vlv), Salmonella spp. (CMI = 0,125% v/v et CMB = 0,5 % v/v), Bacillus
subtilis (CMI = 0,25% v/v et CMB = 0,5 % v/v) et enfin Escherichia coli (CMI = 0,25%
v/ivet CMB =1 % v/v).

Les résultats obtenus révélent une activité antibactérienne remarquable de

I'HE d’A.iva sur les bacteries gram positif et gram négatif.

Cette activité est peut-étre due a la richesse de 'HE en composants bioactifs,
dont l'activité antibactérienne a été prouvée par plusieurs études tels que
I'hexahydrofarnésyl acétone [472], le thymol [473]; [474]; [475], I'anéthole, le
carvone [476] ; [478] ; [479] et |le Linalool [479], etc.

Il est a souligner qu’il est possible que des composés mineurs contribuent de
maniére importante a l'activité antimicrobienne des HE par un effet synergique
[480] ; [481].

Nos résultats confirment ceux obtenus par AYARI et al., [329], qui ont noté
une bonne activité antibactérienne de I'HE d’A.iva de Tunisie sur plusieurs souches

bactériennes notamment Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Une bonne activité antibactérienne de 'HE d’A.iva d’Algérie a été également
rapportée par CHOUITAH et al., [432] sur les souches Escherichia coli, Salmonella

spp, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus.



Tableau.3.13. Activité antimicrobienne d’A.iva

Zone d'inhibition (mm)

- ; 3 . . . " CMI% CMB %
Extraits Ajuga iva (mg/ml) Témoin negatif Témoin positif
(v/v)  (v/v)
Extraction a chaud Extraction a température ambiante Eau
- — distilée DMSO  ATB ATF
Souche Ethanol Ethanol Aqueux Aqueux Huile Ethanol Ethanol Macération .. . .
. ) . stérile Huile essentielle
microbienne 100 300 100 300 essentielle 100 300 Aqueuse 10%
Gram -
E.coli 0,00 0,00 0,00 8,46+0,51 23,550,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 39,21%0,8 / 0,25 0,5
P.aeruginosa 0,00 8,29+0,38 0,00 0,00 28,91+0,01 8,29+0,55 9,65 £ 0,65 0,00 0,00 0,00 33,23+0,89 / 0,015 0,03
Salmonella spp. 0,00 0,00 0,00 8,88t1,23 25,74+0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 39,73+1,82 / 0,125 0,5
Gram +
B.subtilis 0,00 0,00 0,00 0,00 19,61+0,02 0,00 7,42 0,15 0,00 0,00 0,00 40,29 +0,21 / 0,25 1
S.aureus 0,00 0,00 0,00 8,58+0,02 27,74+0,03 0,00 8,19+0,26 0,00 0,00 0,00 39,41+0,17 / 0,06 0,25
Levure
C.albicans 0,00 0,00 0,00 0,00 / 0,00 9,03+ 0,55 0,00 0,00 0,00 / 35,56+0,28 / /
Moisissure
A.niger 0,00 0,00 0,00 0,00 / 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 / 50,910,26 / /
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3.4.2. Activité antioxydante
3.4.2.1. Test du piégeage du radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire des différents extraits et de 'HE d’A.iva est évaluée
par spectrophotométrie en mesurant 'absorbance de la réduction du radical libre
DPPH, de sa couleur violette a une couleur jaune (Figure.3.29), en fonction des
différentes concentrations des extraits et de 'HE. Plus le radical est réduit plus

’'absorbance sera moindre.

Figure.3.29. Réduction du DPPH par 'acide ascorbique (Originale, 2018)

L’activité antiradicalaire des différents extraits et de 'HE d’A.iva est comparée
a celle des standards ('acide ascorbique, a-tocophérol et quercetine) testés dans

les mémes conditions que les extraits et 'HE (Figures. 5, 6, 7. Appendice.J).

La Figure.3.30. représente les pourcentages d’inhibition du DPPH par

différents extraits et 'HE d’A.iva en fonction de leurs concentrations.

Globalement, tous les extraits et ’'HE ont réagi avec le DPPH et ont engendré

une réduction plus ou moins importante de I'absorbance a 517 nm.

Les résultats montrent que I'extrait aqueux et I'extrait éthanolique exercent une
activité antioxydante trés importante. lls dépassent tous les deux un pourcentage
de 70% a des concentrations de l'ordre de 5 mg/ml pour l'extrait éthanolique et
0,625 mg/ml pour I'extrait aqueux. Les deux extraits présentent un pourcentage
d’inhibition plus élevé que celui de I'extrait éthéré, dont le pourcentage d’inhibition

n’est que de 63,91% a la concentration de 5 mg/ml (Tableau.1. Appendice.J).
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Quant a I'HE, son pourcentage d’inhibition dépasse les 50% a la concentration

de 0,125 mg/ml pour atteindre 84,524% a la concentration de 0,25 mg/ml. Ce qui

fait d’elle la plus active par rapport aux les extraits.
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Figure.3.30. Pourcentage d’inhibition du DPPH : extrait aqueux, éthanolique,

éthéré et I'huile essentielle d’Ajuga iva.

Pour mieux apprécier I'activité antiradicalaire, la ICso qui est la concentration

nécessaire pour réduire le DPPH de 50%, ainsi que le pouvoir antiradicalaire (ARP)

sont calculés pour chaque extrait et 'HE.

La ICso et 'ARP des standards sont également calculés afin de pouvoir faire

une comparaison et situer I'activité antiradicalaire d’A.iva par rapport a eux.

D’aprés les résultats du Tableau.3.14. la quercetine montre une activité

antiradicalaire trés puissante avec une ICso de 0,003 mg/ml. Elle est suivie par l'a-

tocophérol avec une ICso de 0,017mg/ml et I'acide ascorbique avec 0,027 mg/ml.
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Tableau.3.14. ICsy et ARP des extraits et de 'HE d’A.iva et des standards

ICs0 (mg/ml) ARP

Ex aqueux 0,420 2,376
Extrait Ex éthanolique 0,911 1,097
Ex éthéré 3,730 0,268
Huile essentielle 0,131 7,594
Acide ascorbique 0,027 27,160
Standards o-tocophérol 0,017 57,971
Quercetine 0,003 312,265

D’aprés les valeurs de la ICso et du ARP calculées, 'HE s’est montrée la plus
puissante avec une ICso de 0,131 mg/ml. Pour les extraits, I'extrait aqueux se place
en premier avec une ICso de 0,420 mg/ml, suivi par I'extrait éthanolique avec une

ICs0 de 0,911 mg/ml et enfin la plus faible ICsp (3,73 mg/ml) revient a I'extrait éthéré.

Le pouvoir réducteur d'un composé peut étre un indicateur significatif de son
activité antioxydante [482] vu qu’il est lié a sa capacité de faire don d'électrons a
des espéces de radicaux libres et les réduire en une forme plus stable et non
réactive [483].

Il a été précédemment rapporté que les polyphénols sont des donateurs
efficaces d’atome d'hydrogéne au radical DPPH en raison de leurs structures

chimiques idéales, ce qui fait d’eux d’excellents antioxydants [484] ; [485].

D’aprés les travaux de MAKNI et al., [328], les extraits d’A.iva de Tunisie
possederaient une puissante activité antiradicalaire comparable au BHA, un

antioxydant synthétique utilisé comme standard.

Une excellente activité antiradicalaire de différents extraits d’A.iva d’Algérie a
été rapportée aussi par BAGHIANI et al., [486].

En étudiant I'activité antiradicalaire d’A.iva récoltée de trois régions différentes
de Tunisie, SAADAOUI et al., [487] ont constaté une trés bonne activité
antiradicalaire qui variait en fonction de la région de récolte, avec des pourcentages

d’inhibition allant de 10% a 25% environ pour une concentration de 1,66 mg/ml.
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KHALED-KHODJA et al., [488] ont aussi noté une bonne activité

antiradicalaire de I'extrait méthanolique d’Ajuga iva avec une ICso de 1,168 mg/ml.

On pense également que les composés phénoliques sont capables de
régénérer l'a-tocophérol endogéne, sous sa forme antioxydante active. lls sont
connus pour inhiber divers types d'enzymes oxydantes. Ces mécanismes potentiels
d’action antioxydante font de ces composés une cible intéressante dans la

recherche de composés phytochimiques bénéfiques pour la santé [488] ; [489].

Dans ce contexte, plusieurs études avaient signalé 'activité antioxydante des

extraits d’A.iva par des essais in vivo.

CHENNI et al., [331] ont démontré que I'extrait aqueux d’A.iva diminuait les
dégats provoqués par le stress oxydatif chez les rats traités par des doses élevées

de cholestérol.

BOUDERBALA et al., [333] ont montré aussi que I'extrait aqueux lyophilisé
d’A.iva réduisait le stress oxydant et diminuait la peroxydation lipidique chez des

rats hypercholestérolémiques.

D’aprés GHEDIRA et al.,, [323] la défense antioxydante chez les rats
hypercholestérolémiques traités par A.iva pourrait étre due aux flavonoides et aux

irroides qu’elle contient.

BOUDERBALA et al., [334] ont montré que les iridoides avaient augmenté
I'activité des enzymes antioxydantes dans les globules rouges des rats nourrit par

un régime riche en cholestérol.

Par ailleurs, A.iva stimulerait I'activité des enzymes antioxydantes, grace aux

flavonoides et aux terpénoides [336].

Plusieurs études antérieures ont rapporté le puissant pouvoir antiradicalaire
des espéces du genre Ajuga, telle que Ajuga postii (1Cs0=0,750 mg/ml) et Ajuga
relicata (ICs0=0,205 mg/ml) par SONMEZ et KOSE, [491]; Ajuga chamaepitys
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(IC50=0,205 mg/ml) par TURKOGLU et al., [492] et Ajuga nipponensis par HSIEH
et al., [493].

Concernant 'HE d’A.iva, nos résultats confirment ceux de AYARI et al., [329],
qui ont rapporté une puissante activité antiradicalaire de 'HE d’A.iva récoltée dans

deux régions de Tunisie, avec des ICso de 0,0284 et 0,0326 mg/ml.

BEN MANSOUR et al, [494] ont rapporté une excellente activité

antiradicalaire de I'HE d’Ajuga pseudoiva avec une ICsode 0,720 mg/ml.

L'activité antioxydante des HE pourrait étre attribuée a leur composition
chimique [495] qui est déterminée par le génotype et influencée par les conditions
environnementales et agronomiques [496]. La relation entre I'activité antioxydante

et leurs profils chimiques a déja été rapportée [497].

Les HE capables de piéger les radicaux libres pourraient jouer un role
important dans la prévention de certaines maladies telles que, le dysfonctionnement
du cerveau, le cancer, les maladies cardiaques ainsi que le déclin du systéme
immunitaire [498] ; [499].

3.4.2.2. Test de réduction du fer FRAP

La Figure.3.31. représente le pouvoir réducteur des différents extraits et 'HE
d’A.iva, ainsi que celui de l'acide ascorbique en fonction de leurs différentes

concentrations.

Les résultats montrent que le pouvoir réducteur des extraits et de 'HE est dose
dépendant (Tableau.2. Appendice.J). A la plus faible concentration (0,16 mg/ml)
I'extrait éthanolique présente I'absorbance la plus élevée avec 0,093+0,002, il est
suivi par I'extrait éthéré avec une absorbance de 0,008+0,001, I'extrait aqueux avec
une absorbance de 0,003, et en derniére position I'huile essentielle avec une
absorbance de 0,001+£0,0001.
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Leur pouvoir réducteur augmente par la suite pour atteindre une absorbance
maximale de 1,838+0,002 pour I'extrait éthanolique, a la concentration de 5 m/ml.
A la méme concentration, I'extrait aqueux affiche une absorbance de 1,266+0,02,
I'HE affiche 0,862+0,02 et enfin I'extrait éthéré avec 0,239+0,005.

En comparant les extraits et I'HE par rapport au standard utilisé, leur pouvoir
réducteur reste trés inférieur a celui de l'acide ascorbique qui affiche une

absorbance de 2,02+0,04 a la faible concentration de 0,125 mg/ml.

Cette différence peut s’expliquer par une faible teneur en composés donneurs

d’électrons dans la composition chimique des extraits et de 'HE par rapport au

standard.
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Figure.3.31. Pouvoir réducteur des extraits et I'huile essentielle d’Ajuga iva.

Plusieurs travaux réalisés sur la capacité de réduction de fer par les
polyphénols des plantes, ont rapporté que le noyau catéchol est la seule structure
qui est liée positivement dans le pouvoir réducteur. Cette structure augmenterait le
pouvoir réducteur d’'un composé a 36% par rapport a un autre qui n’en contient pas.
lIs ont suggéré aussi que cette activité est due a la participation des groupements
—OH liés a ce noyau [500] ; [501].
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La plupart des genres de Lamiaceae sont riches en terpénoides, glycosides
iridoides, composés phénoliques et flavonoides. Ces derniers, sont principalement
des dérivés de flavones [502] et sont bien connus pour leur large éventail d’activités
antioxydantes [490] dues a la présence de la structure catéchol dans leur anneau
A ou B [503].

Selon les travaux d’OZGEN et al., [504], il existe une corrélation significative
entre le pouvoir réducteur et la teneur en composés polyphénoliques des espéces
appartenant a la famille des Lamiaceae (Thymus sipyleus subsp. sipyleus var.
sipyleus, Teucrium chamaedrys, Mentha longifolia subsp. Longifolia, Salvia limbata
et and Thymus fallax). lls avaient fait le méme constat auparavant, lors de leurs

travaux antérieurs sur plusieurs espéces de la famille des Asteraceae [505].

Des résultats différents ont été obtenus par HARIRI et OUIS, [431], ou le
pouvoir réducteur de la fraction flavonoide d’A.iva était tres faible, avec une
absorbance inferieure a 0,5 a la concentration de 1 mg/ml. De méme pour I'huile
essentielle d’A.iva testée dont I'absorbance était presque nulle pour toutes les

concentrations testées.

Nos résultats confirment ceux de AYARI et al, [329], qui ont constaté un
pouvoir réducteur élevé pour 'HE d’A.iva récoltées dans deux localités différentes
en Tunisie ; 632,12 ymol Fe2+/g EO pour d’A.iva de Beja et 585,46 ymol Fe2+/g

EO pour celle de Bizerte.

Les résultats de KAYANI et al., [506] ont révélé que I'extrait méthanolique
d’Ajuga bracteosa possédait un excellent pouvoir réducteur avec 718,436 mg

EAA/g a la concentration de 1 mg/ml.
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3.5.Activités pharmacologiques

Les différentes activités pharmacologiques d’A.iva sont évaluées en utilisant
une décoction aqueuse lyophilisée, reprise dans de l'eau distillée juste avant

administration.

3.5.1. Etude de la toxicité aigué orale

L’étude de la toxicité est une étape primordiale dans la recherche d’'une activité
pharmacologique d’une substance inconnue [507], elle vise a évaluer le potentiel
toxique de cette substance afin de fournir des informations nécessaires pour

protéger la santé humaine [508].

3.5.1.1. Signes de toxicité et mortalité

Lors de I'étude de la toxicité aigué par voie orale, les souris de tous les lots ne
montrent aucun signe clinique de toxicité aprés I'administration des doses de 300,
2000, 5000, 8000 et 14000 mg/kg de poids corporel (p.c.) de I'extrait aqueux d’A.iva.

L’aspect général ainsi que le comportement des animaux est resté normal, mis
a part une légére diarrhée chez une seule souris du lot 5 traité avec la dose
maximale (14000 mg/kg p.c.), qui est apparue 24 heures aprés traitement sans
aucun autre signe supplémentaire, et qui a disparu le jour méme (Tableau.1.

Appendice.K.). Ceci est peut-étre di au stress lors du gavage.

Aucune mortalité n’est enregistrée et tous les animaux ont survécu a lissue
des 14 jours d’observation, ce qui implique que la DLso est supérieure a 14000

mg/kg p.c.

3.5.1.2. Evolution et gain pondéraux

Le changement du poids corporel dans I'étude de la toxicité est considéré
comme un indicateur des effets indésirables de la substance [509] ; [510]. La perte
du poids est corrélée a I'état physiologique de I'animal et elle est expliquée soit par
une réduction de la consommation des aliments, ou une possibilité d’interactions

dose/absorption ou bien par la diminution de la quantité de nourriture absorbée [9].
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Dans les directives de 'OECD [389], la forte dose recommandée est de 2000
mg/kg p.c. et exceptionnellement 5000 mg/kg p.c. lorsqu’il y a une nécessité de

protéger de la santé de 'homme et de I'animal, et I'environnement.

Durant ce test, la plus forte dose d’extrait aqueux d’A.iva sélectionnée est de
14000 mg/kg p.c., précédée de la dose de 8000 mg/kg p.c. Le choix d’inclure des

doses plus élevées que celles préconisées par 'OECD est soutenu par :

2- Le fait que les utilisateurs des plantes médicinales questionnés lors de notre
enquéte ethnobotanique, utilisent les plantes de maniére aléatoire.
3- Le besoin de confirmer les résultats obtenus par El-Hilaly et al., [9]

concernant I'effet non toxique d’A.iva mémes a des doses élevées.

Lors de la période d’observation qui a duré 14 jours, le poids des souris est
enregistré 1 jour avant le traitement, le jour du traitement et le 1¢", 7¢ et 14¢€ jour qui

suivent le traitement.

La Figure.3.32. et la Figure.3.33., représentent respectivement, la courbe de
I'évolution pondérale des souris males et femelles de tous les lots y compris le lot
control, depuis le jour avant le traitement jusqu’au 14¢ jour suivant 'administration

des différentes doses de I'extrait aqueux d’A.iva.

Le poids corporel des souris traitées qu’elles soient méles ou femelles, évolue
de maniére presque identique a celui des souris du lot control. Aucune différence
significative n’est enregistrée durant les 14 jours de suivi. Ceci signifie que I'extrait
aqueux d'A.iva n'a induit aucun changement néfaste sur le poids corporel des souris

traitées.

Il est a souligner qu’une légére baisse du poids corporel est enregistrée a JO,
chez toutes les souris y compris celles du lot control. Elle correspond a la période
de jeline juste avant 'administration de I'extrait aqueux d’A.iva. Les poids des souris

reprennent leurs valeurs normales dés la reprise de 'alimentation.
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Figure.3.32. Evolution pondérale chez les souris males aprés administration de
I'extrait aqueux d’Ajuga iva.
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Figure.3.33. Evolution pondérale chez les souris femelles aprés administration de
I'extrait aqueux d’A.iva

La Figure.3.34. montre le gain pondéral chez les souris méles et femelles
durant la premiére et la deuxiéme semaine ainsi que le gain pondéral total lors des

deux semaines de suivi.
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Figure.3.34. Gain pondéral chez les souris males (M) et femelles (F) aprés
administration des différents traitements.

Les résultats révélent qu’il 'y a aucune différence significative entre le gain
pondéral chez les souris traitées avec les différentes doses de l'extrait aqueux
d’A.iva, par rapport aux souris du lot control. Le Tableau.2., Appendice.K. montre
que le gain pondéral global au cours des deux semaines de suivi, varie chez les
males de 8,0310,60 g pour ceux traités avec la dose de 8000 mg/kg p.c. a 9,70+0,41
g pour ceux traités avec la dose de 14000 mg/kg p.c., contre 9,38+0,30 g pour ceux
du lot control. Chez les femelles, il varie de 5,68+0,57 g pour celles traitées avec la
dose de 2000 mg/kg p.c. a 6,59+0,28 g pour celles traitées avec la dose de 14000
mg/kg p.c. contre 6,42+0,27 g pour celles du lot control. Ceci indique que

['administration de I'extrait n’a exercé aucun effet sur la croissance des animaux.

A la fin de la période de suivi (J14), tous les animaux sont sacrifiés et soumis
a une autopsie a I'échelle macroscopique. Les reins, le foie, le cceur, les poumons,
la rate sont examinés pour d'éventuelles lésions apparentes, liées a I'administration

de l'extrait d'A.iva.

L'autopsie générale des souris et I'examen macroscopique des organes cibles
ne révelent aucune altération pathologique apparente ou changement de couleur
liés a I'administration de I'extrait aqueux d'A.iva par rapport au lot control. Suite a

cette conclusion I'étude microscopique n’a pas été entreprise.
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En conclusion, toutes les doses orales testées de I'extrait aqueux d’A.iva
peuvent étre considérées comme étant sans danger, dans la mesure ou elles n'ont

provoque ni létalité ni altération du comportement général chez la souris.

Selon le Systéme Général Harmonisé de classification et d’étiquetage des
produits chimiques (SGH) [511], I'extrait aqueux des parties aériennes d’A.iva peut
étre classé dans la catégorie 5, des produits non toxiques par voie orale avec une

DLso supérieur a14000 mg/kg p.c.

Nos résultats confirment ceux obtenus par EL-HILALY et al., [9] au Maroc, qui
n’ont signalé aucune toxicité liée a 'administration de I'extrait aqueux d’A.iva méme
a la dose la plus élevée (14000 mg/kg p.c.). lls mentionnent aussi que I'absence
d'effets indésirables aprés I'administration orale de I'extrait peut s'expliquer par la
faible biodisponibilité du ou des « composants toxiques », en raison de leur faible
absorption dans le tractus gastro-intestinal, ou en raison d'un effet de premier

passage élevé et d'un métabolisme rapide en métabolites non toxiques.

Selon ZBINDEN, [512], pour confirmer le caractére non toxique d’un produit
végétal, il faut prendre en considération plusieurs facteurs pouvant modifier son
profil de toxicité, a savoir le stade de croissance et la maturité de la plante, la ou les
parties spécifiques utilisées, la variation saisonniére qui influence I'abondance
relative des composés phytochimiques, les conditions de stockage (fraichement
récoltée ou stockée pendant une longue période), etc. Pour ces variables, les
études doivent étre conduites avec l'extrait de plante brut préparé avec un mélange
de plantes entiéres fraichement récoltées, d'ages et de stades de croissance

différents, collectées a différents moments de I'année.

En outre, étant donné qu’il est bien connu qu’il N’y ait pas de relation
cohérente entre une dose unique DLsy et une dose quotidienne, des études
complémentaires a long terme avec des doses graduées sont nécessaires pour

écarter tout effet indésirable a long terme [512].
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3.5.2. Activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire de l'extrait aqueux d’A.iva est déterminée par la
méthode de I'cedéme de la patte induit par la carraghénine chez le rat, en mesurant

la circonférence de la patte cedématiée des rats de chaque lot.

Les résultats de I'évolution de la circonférence des pattes des rats de chaque
lot sont représentés dans la Figure.3.35, et les pourcentages d’inhibition de
'inflammation par I'extrait aqueux d’A.iva et 'indométacine sont mentionnés dans

le Tableau.5. Appendice.K.

D’aprés les résultats obtenus lors du test de lcedéeme a |la
carraghénine, I'extrait aqueux testé présente une activité antiinfammatoire

significative et dépendante de la dose.

Dans le lot control, l'injection de la carraghénine a 2 % dans 'aponévrose de
la plante du pied des rats, provoque un cedéme dont la circonférence initiale de
26,92+0,33 atteint son pic a la 2° heure avec 31,35x0,38 mm, soit un taux
d’augmentation de 20,09+1,93%.

L’extrait aqueux d’A.iva a la dose de 500 mg/kg p.c. montre une excellente
activité antiinflammatoire dés la 1°" heure qui suit I'injection de la carragénine. Son
action augmente de maniere trés significative a la 3° heure (p<0,01) avec un
pourcentage d’inhibition de 74,44%, et dure jusqu’a la 6° heure (p<0,05) qui suit le

traitement avec un pourcentage d’inhibition de 92,73%.

De méme pour la dose 250 mg/kg p.c., son effet antiinflammatoire débute
aussi dés la 1° heure jusqu’a atteindre un pourcentage d’inhibition de 62,96%
(p<0,01) a la 4¢ heure. Son effet antiinflammatoire dure aussi jusqu’a la 6° heure et
affiche un pourcentage d’inhibition de 88,97% (p<0,05).
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Il est important de souligner que l'extrait aqueux d’A.iva exerce un effet
inhibiteur significatif a la 3¢ heure (p<0,05 a 250 mg/kg p.c. et p<0,01 a 500 mg/kg

p.c.), comparant a 'indométacine.

En ce qui concerne I'indométacine, son effet antiinflammatoire ne débute que
3 heures aprés son administration aux rats. Elle affiche 67,40% d’inhibition a la 4¢
heure (p<0,001) et atteint les 80,67% (p<0,001) a la 6° heure.
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Figure.3.35. Evolution de la circonférence de la patte des rats aprés administration
des différentes doses de I'extrait aqueux d’A.iva.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 significativement différent du lot control

L’effet anti-inflammatoire a été rapporté par plusieurs auteurs concernant les
composés polyphénoliques, les flavonoides et I'HE de certaines plantes
meédicinales et aussi celles de la famille des Lamiaceae [449] ; [513] ; [514] ; [515] ;
[516]; [517].

Il est connu que la réponse inflammatoire aigué provoquée par la carraghénine
est biphasique. La premiére réaction immédiate (1-3h) est médiée par la libération
de I'histamine et la 5-HT (sérotonine), tandis que les bradykinines et les PG libérées
par les macrophages tissulaires (mastocytes), font office de médiateurs pour une

réponse tardive et plus prolongée [518] ; [519] ; [520].
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D’aprés nos résultats et a partir de la 4° heure, I'effet inhibiteur de I'extrait
aqueux d’A.iva sur l'inflammation provoquée par la carraghénine est similaire a
I'effet de la plupart des anti-inflammatoires non stéroidiens tel que I'indométacine.
Ce constat suggére que I'extrait aqueux agit bien au cours de la deuxiéme phase
du processus inflammatoire, en ayant une action directe ou indirecte sur les

médiateurs impliqués dans la deuxiéme phase de l'inflammation.

Par contre, L'effet antiinflammatoire de I'extrait a aqueux d’A.iva observé au
cours des premiéres heures laisse penser qu’il exerce peut-étre, une action
inhibitrice sur I'histamine et la sérotonine. Cette action antiinflammatoire est
probablement due a la présence des composés phénoliques ainsi que des

composants de 'HE dans I'extrait aqueux d’A.iva.

Nos résultats confirment ceux obtenus par EL-HELA et al., [521] qui ont
constaté une activité antiinflammatoire significative de I'extrait méthanolique d’A.iva

d’Egypte, a des doses allant de 50 & 200 mg/kg p.c.

D’aprées GAUTAM et al.,, [522], l'extrait éthanolique de l'espéce Ajuga
bracteosa possederait une activité antiinflammatoire importante et prometteuse. lls
supposent une action inhibitrice des isoenzymes COX-1 et COX-2. L'étude indique
également que des constituants isolés (ajugarine |, lupuline A, withaferine A,
reptoside et 6-désoxyharpagide) pourraient étre responsables, au moins en partie,

de son activité antiinflammatoire.

Des résultats similaires ont été obtenus par KAITHWAS et al., [523] et SINGH
et al., [524] en inde et KAYANI et al., [506] au Pakistan, pour la méme espéce.

TOIU et al., [525] de Roumanie, ont aussi rapporté I'activité antiinflammatoire

de I'espéce Ajuga laxmannii.
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3.5.3. Activité antalgique

L'activité antalgique périphérique de I'extrait aqueux d’A.iva est évaluée chez

la souris, par la méthode des torsions abdominales induites a I'acide acétique.

Les résultats de I'effet antalgique des différents traitements sont représentés

dans la Figure.3.36. et le Tableau.6. Appendice.K.

Les résultats obtenus montrent que l'extrait aqueux d’A.iva réduit le nombre
de torsions abdominales de maniére dose dépendant. La dose de 1000 mg/kg p.c.,
a réduit considérablement et de maniere significative (p<0,05) le nombre de torsions
abdominales a 19+7,16 torsions par rapport au lot control qui affiche 51+7,46

torsions et ce, avec un pourcentage de réduction de 62,75%.

Le groupe traité avec d’indométacine (50 mg/kg p.c.) a également montré une
réduction du nombre de torsions mais, de maniére insignifiante et avec un

pourcentage de réduction de 23% par rapport au lot control.

D’apres les résultats, I'extrait aqueux d’A.iva a la dose de 500 mg/kg p.c. a
réduit le nombre de torsions a 47,83 * 9,52 torsions abdominales par rapport au lot

control, soit une réduction de 6,21%.
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Figure.3.36. L’effet analgésique de I'extrait aqueux d’A.iva
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 significativement différent du lot control
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L'administration intrapéritonéale d'acide acétique provoque par une action
enzymatique, la libération d'acide arachidonique tissulaire [526] a partir duquel, sont
synthétisées par la voie de la cyclooxygénase les prostaglandines [527]. Les
prostaglandines libérées dans les fluides péritonéaux, principalement les
prostacyclines et les prostaglandines-E, jouent un réle trés important dans le
mécanisme nociceptif aigu de la contraction abdominale [528] ; [526]. Dans cette
méthode, les récepteurs péritonéaux locaux peuvent aussi étre la cause des
torsions chez le modéle animal [529]. Ces torsions sont couramment utilisées pour

mettre en évidence une éventuelle activité analgésique périphérique.

Lors des recherches phytochimiques préliminaires ainsi que les dosages des
métabolites secondaires, I'extrait aqueux d’A.iva étudiée a révélé la présence de
tanins, flavonoides, terpénoides, huiles volatiles, etc. Les résultats de notre étude
montrent que les deux doses de l'extrait aqueux d’A.iva produisaient un effet
antinociceptif. Cet effet pourrait étre di a une inhibition de la synthése des

métabolites de I'acide arachidonique par les différents constituants de la plante.

En effet, il a été rapporté dans plusieurs études antérieures et sur différents
animaux, que les flavonoides sont impliqués dans I'activité antinociceptive des
plantes médicinales [530] ; [531] ; [5632] ; [533] ; [534] ; [535].

Nos résultats concordent avec ceux obtenus lors des travaux de KHANAVI et
al., [536], qui ont montré une activité analgésique intéressante de I'extrait aqueux

d’Ajuga chamaecistus ssp. tomentella a la dose de 400 mg/kg p.c.

L’activité antalgique est retrouvée aussi chez Ajuga bracteosa [537] ; [538] ;
[506] et Ajuga remota [248].

Selon les travaux de ALl et al., [527], I'extrait brut de flavonoides de I'espéce
Teucrium stockianum exergait une activité analgésique périphérique trés
significative a la dose de 10 mg/kg p.c., comparable a celle I'acide acétylsalicylique

a la méme dose.
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Des résultats similaires ont été obtenus par MIRI et al., [539] avec I'espéce
Teuricum persicum dont ['activité antinociceptive était liée a sa teneur en

flavonoides.

Il a été démontré que les composants volatils de certaines plantes joueraient
aussi un role dans l'effet antinociceptif tel que le linalool, 'oxyde de caryophylléne,
et le phytol, en inhibant la sécrétion de prostaglandines et d'acide arachidonique
[540] ; [541] ; [542] ; [543].

3.5.4. Activité antipyrétique

L'activité antipyrétique (curative) de l'extrait aqueux d’A.iva est évaluée chez

le rat, par la méthode de I'hyperthermie induite par la levure de biére.

L’évolution et la variation la température rectale chez les rats de chaque lot
sont représentées respectivement dans la Figure.3.37. et la Figure.3.38. le
pourcentage d’inhibition de I'hyperthermie est présenté dans le Tableau.7. et 8.

Appendice.K.

L’injection sous-cutanée de la levure de biere a 20 % a provoqué une élévation
de la température chez les rats du lot control de 36,63+0,13°C pour atteindre
39,70+0,05°C dix heures aprées l'induction de I'hyperthermie ; soit une variation de
température de 3,07+0,12°C.

Chez les rats traités avec I'extrait d’A.iva a la dose de 250 mg/kg, une baisse
de température significative (p<0,05) est observée a partir de la 8° heure. La
variation de température atteint la valeur de 1,75+0,18°C dix heures aprés
'induction de I'hyperthermie, soit un pourcentage d’inhibition trés significatif de

43,14% (p<0,01) par rapport au lot control.
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A la dose de 500 mg/kg de I'extrait aqueux d’A.iva, la température passe de
36,68+0,14°C a 38,23+0,25°C dix heures apres I'induction de I'hyperthermie, soit
une augmentation de 1,77+0,33°C. Cette dose induit une baisse de température
trés significative (p<0,01) par rapport au lot control a partir de la 8% heure avec un

pourcentage de 38,35% qui augmente a 42,02% au cours de la 10¢ heure.

D’aprés les résultats obtenus, les deux doses de l'extrait aqueux d’A.iva
réduisent de fagon significative ’hyperthermie provoquée par la levure de biere chez
les rats. Leur effet est comparable a celui du traitement de référence (Aspégic), dont
I'effet inhibiteur est aussi trés significatif par apport au lot control. L’Aspégic atteint

son pic a la 8° heure également avec un pourcentage de réduction de I'hyperthermie
de 59,88%.
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Figure.3.37. Evolution de la température rectale chez les rats
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 significativement différent du lot control
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Figure.3.38. Variation de la température rectale chez les rats.

La levure de biére est considérée comme un pyrogéne exogéne. Lors de la
liaison de ses lipopolysaccharides a leurs récepteurs spécifiques, elle provoque la
libération des cytokines proinflammatoires qui activent la voie de [l'acide
arachidonique, aboutissant au final a la synthése et libération des PGE2, médiateurs
ultimes de la réponse fébrile [544] ; [545]. La réponse fébrile est caractérisée par
I'élévation du point de consigne du centre thermorégulateur de I'hypothalamus

[446] ; [447], qui restera élevé jusqu’a ce que les PGE:disparaissent [544] ; [545].

Un antipyrétique est un médicament capable d’arréter ou inverser
'augmentation de la température [548] en inhibant la COX par compétition avec
'acide arachidonique et par conséquent la production des PGE: dans
I'hypothalamus [185] ; [191].

L’effet antipyrétique d’A.iva n’a pas été investigué auparavant, cependant,
plusieurs auteurs ont rapporté cette propriété concernant d’autres espéces de la

famille des Lamiaceae.

AMABEOKU et al., [249] ont rapporté une excellente activité antipyrétique de
'espéce Salvia africana-lutea lors du test de la fievre induite par des

lipopolysaccharides.
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Des résultats similaires ont été obtenus avec I'extrait aqueux, éthanolique,
chloroformique, hexanique, éthylique et butanolique du Thymus broussonetii du
Maroc, par ELHABAZI et al., [549].

L'extrait éthanolique de Leucas lavandulaefolia a montré aussi une activité

antipyrétique significative comparable a celle du paracétamol [550].

L'évaluation des propriétés antipyrétiques des extraits aqueux et éthanolique
de deux espéces du genre Ocimum (Ocimum suave et Ocimum lamiifolium) avait
montré que leurs extraits possédaient une bonne activité antipyrétique avec une

durée d’action raisonnable [551].

Par contre, I'extrait éthanolique de l'espéce Origanum syriacum d’Arabie
Saoudite, n'a montré aucune activité antipyrétique et ce, malgré sa réduction

significative de l'inflammation et de la douleur [552].

Compte tenu de tous ces résultats, nous pouvons suggérer que le mécanisme

d'action de I'extrait aqueux d’A.iva sur la fievre est comparable a celui des AINS.

Bien que rien ne prouve l'action directe de I'extrait aqueux d’A.iva sur la
synthése des prostaglandines, mais il est bien connu que la plupart des
antiinflammatoires antalgiques agissent aussi comme antipyrétiques, ce qui

supposerait une inhibition de leur synthése dans I'hypothalamus.

En outre, il a été rapporté que les flavonoides telle que I'apigénine et la
lutéoline possédaient une activité antiinflammatoire [553] ; [554]; [555] ; [556] ;
[557]; [558]; [559]; [560]. Ceci permet de suggérer que I'action antipyrétique

d’A.iva est probablement liée a sa composition en flavonoides [323] ; [322].
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3.5.5. Activité antiulcéreuse
3.5.5.1. Etude macroscopique

L’activité antiulcéreuse de 'extrait aqueux d’A.iva est évaluée par la méthode

de l'ulcére induit par de I'éthanol absolu.

Les résultats de l'observation macroscopique sont représentés dans la
Figure.3.39. L’indice d’ulcération ainsi que le pourcentage d’inhibition des ulcéres,

sont représentés dans la Figure.3.40. et le Tableau.11. Appendice.K.

Chez le lot control, la muqueuse gastrique des rats ayant regu que de I'eau
distillée ne présentent aucune lésion ulcéreuse (Figure.3.39.a), tandis que celle des
rats traités avec de I'éthanol absolu, présente des dommages de la paroi gastrique
avec une forme hémorragique et un indice d'ulcérations de 41,6+2,20
(Figures.3.39.b).

Le traitement oral a la dose de 500 et 1000 mg/kg p.c. d’extrait aqueux d’A.iva,
ainsi que de la Ranitidine a 50 mg/kg pc montre une protection dose dépendante,

avec un nombre insignifiant de |Iésions gastriques, voire inexistantes.

La Ranitidine protége de l'ulcére induit par I'éthanol (Figures.3.39.e) en
réduisant significativement l'indice d’ulcération a 16,8+2,47, soit un pourcentage

d’inhibition de 59,61% par rapport au lot témoin (+).

La dose 500 mg/kg p.c. d’extrait aqueux d’A.iva réduit significativement les
|ésions tissulaires de la muqueuse gastrique des rats (Figures.3.39.c). L'indice
d’ulcération est réduit a 17,8+7,44 (p<0,05), soit une inhibition de 57,21% par

rapport au lot t¢émoin (+). Son action est comparable a celle de la Ranitidine

Chez les rats du lot traité avec la dose de 1000 mg/kg p.c. d’extrait aqueux
d’A.iva, la réduction du nombre de Iésions gastriques est hautement significative
par rapport au lot t¢tmoin (+) (Figures.3.39.d), son pourcentage de réduction atteint
les 75,96%.
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Figure.3.39. Observation macroscopique des estomacs représentatifs des
différents lots. a) lot control (-). b) lot témoin (+) (éthanol). ¢) lot 500
mg/kg. d) lot 1000 mg/kg. e) lot Ranitidine, 50 mg/kg (Originale, 2017).
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Figure.3.40. Effet de I'extrait aqueux d’A.iva et la Ranitidine sur I'indice d’ulcération
et le pourcentage de protection * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
significativement différent du lot témoin (+) (n=5).
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3.5.5.2. Etude microscopique

En fonction du traitement et par rapport au control, nos résultats montrent des
changements histologiques au niveau de la muqueuse, la sous-muqueuse et la
musculeuse de I'estomac glandulaire. L'importance de ce changement varie selon
le traitement et la dose utilisée. Les résultats de I'observation microscopique sont
représentés dans les Figures.3.41 — 3.45.

S,
Figure.3.41. Observation histopathologique de la zone glandulaire fundique de
I'estomac d’un rat du lot control (Gx10/Zeiss). 1 : Muqueuse.
* . Musculeuse. 2 : Sous muqueuse. 3 : Musculeuse. 4 : Séreuse
(Originale, 2017).

Observations :

Aucun changement histologique n'est observé dans I'estomac glandulaire : la

muqueuse, la sous-muqueuse et la musculeuse sont intactes.

La hauteur de la muqueuse glandulaire est de I'ordre 600 a 650 pm.
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Figure.3.42. Observation histopathologique de la zone glandulaire fundique de
'estomac d’un rat du lot Témoin (+) (G x10/ Zeiss) (Originale, 2017).

Observations :

1. Importante nécrose hémorragique de toute la muqueuse fundique stomacale
caractérisée par :

» Destruction massive de [I'épithélium superficiel cryptique des glandes
fundiques (Importante perte de cellules épithéliales apicales) (*).

» Ulcére étandu de la muqueuse gladulaire aprés destruction des cellules
pariétales et épithéliales de la zone du collet et de la lumiére des glandes
(Atteinte profonde de la muqueuse) (**).

» Diminution de la hauteur de la muqueuse glandulaire fundique (environ 350
pum).

» Importantes infiltrations de la muqueuse et de la sous-muqueuse par les
cellules inflammatoires (Cellules mononuclées).

» Destruction de certaines zones de la musculeuse muqueuse (***).

2. La sous muqueuse est fortement oedématiée ; notons I'augmentation de son
épaisseur (environ 200 a 300 pm) et ce, aprés l'importante infiltration

inflammatoire (Fléche).
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Figure.3.43. Observation histopathologique de la zone glandulaire fundique de
'estomac d’un rat du lot 500 mg/kg p.c (Gx10/ Zeiss) (Originale, 2017).

Observations :

1. Importantes érosions hémorragiques (lésions superficielles) de la muqueuse
fundique stomacale, par suite d’'une destruction de I'épithélium superficiel
cryptique des glandes fundiques (Perte de cellules épithéliales apicales) (*).

2. Quelques ulcéres de la muqueuse gladulaire et ce, aprés destruction des
cellules pariétales et épithéliales de la zone du collet et de la lumiére des
glandes (Atteinte profonde de la muqueuse). (**)

3. Abrasion de la muquese glandulaire traduite par une légére réduction de la
hauteur des glandes fundiques (enviro 300 a 500 um).

4. Infiltration de la muqueuse et de la sous-muqueuse par les cellules
inflammatoires, se manifestant par des cedémes (Sous-muqueuse légérement

cedématiée (Fléche) dans certaines régions, pouvant atteindre 200 um).



Figure.3.44. Observation histopathologique de la zone glandulaire fundique de
I'estomac d’un rat du lot 1000 mg/kg p.c (Gx10/ Zeiss) (Originale, 2017).

Observations :

1. Légéres érosions hémorragiques (lésions superficielles) de certaines zones de
la muqueuse fundique stomacale, suite a une destruction modérée de
I'épithélium superficiel cryptique des glandes fundiques (Perte modérée de
cellules épithéliales apicales) (*).

2. Quelques ulcéres de la muqueuse gladulaire et ce, aprés destruction des
cellules pariétales et épithéliales de la zone du collet et de la lumiére des
glandes (Atteinte profonde de la muqueuse) (**).

3. Légére abrasion de la muqueuse glandulaire traduite par une légére réduction
de la hauteur des glandes fundiques (environ 400 a 500 um).

4. Légére infiltration de la muqueuse et la sous-muqueuse par les cellules
inflammatoires, se manifestant par des cedémes (Sous-muqueuse légérement

cedématiée (Fléche) dans certaines régions).
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Figure.3.45. Observation histopathologique de la zone glandulaire fundique de

'estomac d’un rat du lot Ranitidine (Gx10/ Zeiss) (Originale, 2017).

Observations :

1.

Importanes érosions hémorragiques (Lésions superficielles) de certaines zones
la muqueuse fundique stomacale, suite a une destruction de [I'épithélium
superficiel cryptique des glandes fundiques (Perte modérée de cellules
épithéliales apicales) (*).

Quelques ulcéres de la muqueuse gladulaire et ce, aprés destruction des
cellules pariétales et épithéliales de la zone du collet et de la lumiére des
glandes (Atteinte profonde de la muqueuse) (**).

Abrasion mssive de la muquese glandulaire traduite par une réduction de la
hauteur des glandes fundiques (environ : 300 a 500 um).

Importantes infiltrations de la muqueuse et la sous-muqueuse par les cellules
inflammatoires se manifestant par des cedémes (Sous-muqueuse fortement

cedématiée (Fléche) dans certaines régions, pouvant atteindre 200 um).
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Les ulcéres gastriques possédent plusieurs étiopathogéneses, parmi elles,
'abus de l'alcool (stress a I'éthanol) est 'un des sévéres facteurs a l'origine de
désordres gastro-intestinaux. Il est connu pour agir directement sur la mucine

gastrique, affectant ainsi les défenses de la muqueuse [561] ; [562] ; [395].

Nos résultats montrent clairement que le stress a I'éthanol induit des effets
gastro-intestinaux séveres, tels que I'érosion, les ulcérations gastriques ainsi que

des hémorragies gastro-intestinales.

Il existe différents médicaments utilisés pour traiter les ulceres gastro-
intestinaux notamment des antagonistes des récepteurs de I'histamine (H2), des
inhibiteurs de la pompe a protons, des antiacides et des anticholinergiques [259].
Cependant, la plupart de ces médicaments ont divers effets secondaires

indésirables et interactions médicamenteuses [563].

Récemment, les plantes médicinales sont devenues des sources attrayantes
des antiulcéreux nouveaux et naturels. Cependant, le mode d’action de leurs

principes actifs et leurs effets a long terme a rarement été établis.

Les principes actifs végétaux identifiés les plus connus pour leur activité
antiulcéreuse sont, les flavonoides [564] ; [565] ; [465] ; [566] ; [567], les tanins [568]

et occasionnellement les polysaccharides [569] ; [570] ; [395].

Parmi les flavonoides a effet gastroprotecteur, il y’'a la quercetine [571];
[572]; [673]; [574], la lutéoline [575]; [576], la naringénine, [577]; [578] et la
naringine [579] ; [580].

D’autres études ont démontré que les antioxydants phénoliques étaient
efficaces pour inhiber la pompe a protons régulée a la hausse, et récupérer les

niveaux épuisés d'antioxydants et d'enzymes antioxydantes [581] ; [582].
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Nous avons signalé précédemment dans cette étude, la présence des
flavonoides et des polyphénols, ainsi qu’une bonne activité antioxydante de I'extrait
aqueux d’A.iva et aussi que plusieurs flavonoides ont été isolés de cette plante telle
que, la quercetine, la lutéoléine, la naringénine et la naringine [323] ; [322]. Ceci
permet de suggérer que le réle antiulcéreux de I'espéce A.iva est probablement di

a ses flavonoides et tanins ainsi qu’a ses composés phénoliques antioxydants.

Nos résultats concordent parfaitement avec ceux obtenus par HABIB et al.,
[347], ou A.iva récoltée en Tunisie exercait une activité antiulcéreuse trés

significative a partir de la dose de 200 mg/kg p.c.



CONCLUSION

A I'heure actuelle, 'usage des plantes médicinales en phytothérapie gagne de
plus en plus d’intérét dans la recherche biomédicale. La recherche de nouvelles
substances naturelles est fortement encouragée tout d’abord, par la source
inépuisable de principes actifs, qui sont les plantes, mais aussi par la recherche

d’'une autre forme de médication beaucoup plus douce.

L’Algérie recéle d’'un patrimoine végétal considérable en plantes spontanées
aromatiques et médicinales, largement utilisées au quotidien et surtout, dont on a

le devoir de valoriser et de conserver.

Le principal objectif de notre travail portait sur la valorisation d’'une plante
meédicinale issue de ce patrimoine. Le choix de cette plante était basé sur fait qu’elle

soit classée parmi les plantes médicinales négligées et sous utilisée.

Ainsi, le présent travail a été initié par une enquéte ethnobotanique dans la
région de récolte, afin de réunir des informations concernant les plantes médicinales

et leurs usages thérapeutiques pratiqués par la population dans cette ville.

Les résultats obtenus lors de cette enquéte, montrent que parmiles 32 familles
botaniques recensées, la famille des Lamiaceae est la plus représentée avec un
total de 12 espéces citées. Du point de vue ethnobotanique et pharmacologique,
méme si A.iva est une espéce peu connue de la population, la plante entiere reste
tout de méme utilisée, a 88% sous forme de tisane pour traiter principalement les

affections digestives.

Cette enquéte a permis de constater 'importance accordée a la phytothérapie
traditionnelle dans les soins de santé primaires de la population de cette région et
aussi de confirmer ['utilisation persistante des plantes médicinales malgré les

avanceées technologiques dans la médecine moderne.

Notre travail est axé principalement sur la mise en évidence des propriétés
biologiques et pharmacologiques de la plante médicinale A.iva, en s’orientant avec

les données obtenues lors de notre enquéte ethnobotanique.



Grace au screening phytochimique préliminaire effectué sur les extraits non
volatils d’A.iva, un certain nombre de groupes chimiques susceptibles d'activités
biologiques et pharmacologiques a été mis en évidence. Il s’agit principalement de
tanins, flavonoides, terpénoides, coumarines, iridoides, mucilages, huiles volatiles,

saponosides, et composés réducteurs.

L’extraction des composés polyphénoliques de la plante est une étape capitale
pour la valorisation des principes actifs. Quantitativement et selon la nature du
solvant utilisé, I'extrait éthanolique s’est révélé le plus riche en polyphénols et

flavonoides, tandis que I'extrait aqueux renfermait plus de tanins condensés.

L’analyse chromatographique des cendres a révélé la présence de différents
minéraux ioniques dans la plante a savoir, le sodium, le potassium, le magnésium,

le calcium, le chlorure et le sulfate.

L’analyse CG-MS révéele une abondance de terpénes tels que le phytol et
d’acides gras tel l'acide linoléique dans l'extrait éthéré, et des sesquiterpénes
(oxygénés ou non) tels que I'hexahydrofarnesyl acétone (composant majeur), le 3-
tumerone, le (-)-Caryophyllene oxide, et de monoterpénes oxygénés tels que le

thymol, (E)-Anethole, le carvone, le lavendulol et le linalool dans I'huile essentielle.

L’évaluation in vitro du potentiel antioxydant des extraits polaires et I'extrait
apolaire ainsi que I'huile essentielle révele une activité antioxydante intéressante et
dépendante de leur composition en polyphénols, flavonoides et terpénes. Dans le
test du DPPH, I'huile essentielle s’est révélée la plus active avec une ICso de 0,131
mg/ml, suivie par les extraits polaires et I'extrait apolaire. Dans le test du FRAP, le

pouvoir réducteur le plus élevé a été observé avec les extraits polaires de la plante.

L’évaluation qualitative de l'activité antimicrobienne a montré que les extraits
polaires avaient une trés faible activité voire inexistante vis a vis des souches
utilisées, contrairement a l'huile essentielle qui était beaucoup plus efficace,
particuliérement sur la souche Pseudomonas aeruginosa. L’évaluation quantitative
du pouvoir antibactérien de I'huile essentielle a révélé une trés faible CMI et CMB

pour la méme souche avec un pourcentage (v/v) de 0,03 et 0,06 % respectivement.



Lors du test de toxicité aigué par voir orale de I'extrait aqueux d’A.iva, aucun
signe ou symptéme de toxicité, ni de mortalité n'ont été enregistrés, méme a la dose
la plus élevée (14 g/ml). Le poids des souris traitées n’avait également pas été
affecté comparant aux souris du lot control. Ceci a permis de le classer dans la
catégorie SGH-5 des produits non toxiques par voie orale, avec une DLso supérieure
a 14 g/kg. Ces résultats semblent étre en faveur de son innocuité par voie orale

dans le traitement traditionnel de certaines maladies.

Les résultats sur 'ensemble des activités pharmacologiques ont montré que

I'extrait aqueux était efficace a dose-dépendant.

En effet I'extrait aqueux montrent une excellente activité antiinflammatoire,
avec un pourcentage d’inhibition qui avait atteint les 92,73%. Il a montré également
une bonne activité antalgique, en réduisant de maniére significative (p<0,05) le
nombre de torsions abdominales de 62,75% et une excellente activité antipyrétique
en réduisant de fagon trés significative (p<0,01) I'hyperthermie, avec un

pourcentage de réduction atteignant les 43,14% par rapport au lot control.

L’évaluation de 'activité antiulcéreuse a révélé un excellent effet protecteur de
'extrait aqueux contre [lactivité ulcérogéne de [I'éthanol absolu, avec un

pourcentage de protection de 75,96% par rapport au lot témoin (+).

Tous les résultats obtenus justifient scientifiquement 'usage d’Ajuga iva en
pharmacopée traditionnelle dans le traitement des troubles digestifs, I'inflammation
et divers maux en général et prouvent que la phytothérapie traditionnelle est
toujours sollicitée par la population ayant confiance en l'utilisation des plantes pour
se traiter, surtout par celle qui ne peut, ou ne veut plus subir les conséquences de

la médecine moderne.

L’ensemble des résultats obtenus in vitro et in vivo ne constitue qu'une
premiéere étape dans la recherche d’éventuelles substances biologiquement actives
chez Ajuga iva. Des investigations supplémentaires seront requises pour rendre ce

travail exploitable dans le cadre de la mise au point d’'un phytomédicament.



La conclusion de cette étude nous permet de dégager quelques perspectives

pouvant faire suite a ce travail. Ainsi, il serait intéressant de :

- Approfondir les travaux d’enquéte pour mieux recenser les différentes espéces
spontanées de la région d’étude et dans différents domaines ;

- lIsoler et identifier les composés phénoliques et flavonoides dans différents
extraits polaires ; ainsi que les autres groupes de composés
chimiques responsables des activités biologiques et pharmacologiques
d’Ajuga iva ;

- Evaluer la toxicité chronique des extraits polaires bruts, ainsi que leurs
fractions in vitro sur différentes lignées cellulaires et in vivo sur des modéles
animaux ;

- Evaluer la toxicité aigué et chronique de I'huile essentielle ;

- Rechercher I'activité antiulcéreuse curative et I'activité cicatrisante in vivo ;

- Rechercher 'activité antivirale, antiparasitaire et anticancéreuse in vitro.

Enfin, nous recommandons vivement de mettre en place un programme de
culture des plantes médicinales, surtout pour les espéces rares et endémiques qui
risquent de disparaitre, a cause de linexistence de procédures de récolte

reglementées.
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LISTE DES ABREVIATIONS

A.iva : Ajuga iva

ADN : Adénosine triphosphate

AINS : Antiinflammatoires Non Stéroidiens
AIS : Antiinflammatoires Stéroidiens

ARP : Antiradical Power

ARS : Azote Reactive Species

ATCC : American Type Culture Collection

ATP : Adenosine Triphosphate

CEIl : Chromatographie lonique

CLSI : Clinical & Laboratory Standards Institute
CMB : Concentration Minimale Bactéricide
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

COX : Cyclooxygénases

DAMP : Damage Associated Molecular Pattern
DMSO : Dimethyle sulfoxide

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

FRP : Ferric reducing power

GC : Glucocorticoid

GC-MS : Gas Chromatography — Mass spectrophotometry
H.E : Huile Essentielle

HP : Hewlett Packard

IL : Interleukine

INF : Interféron

LOX : Lipoxygénases

MEC : Matrice Extracellulaire

MH : Muller Hinton

NMRI : Naval Medical Research Institute
OECD : Organization for Economic Co-operation and Development
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

p.c. : poids corporel.
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PAMP : Pathogen Associated Molecular Pattern
PG ou PGE : Prostaglandines

ROS : Reactive Oxygen Species

SEM : Standard Error of mean

SNC : Systeme Nerveux Central

TIC : Total lon Chromatogram

TNF : Tumor Necrosis Factor

TOF : Time of fly
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BIBLIOGRAPHIE

1. GLOSSAIRE

ad libitum : Au choix (a volonté)

Adaptogeéne : facilite I'adaptation aux modifications du milieu et au stress.
Antibiotique : utilisé contre les infections causées par les bactéries.
Antiseptique : utilisé pour lutter contre les germes de la peau et des muqueuses.
Antispasmodique, Spasmolytique : diminue les spasmes musculaires.
Astringent : resserre et asséche les tissus, et peut faciliter leur cicatrisation.
Cardiotonique : renforcant les contractions du cceur.

Carminatif : stimule les sécrétions salivaires et gastriques et la motilité de l'intestin.
Cholagogue : provoquer la vidange de la vésicule biliaire dans l'intestin.
Cholérétique : augmenter la sécrétion de la bile.

Dépuratif : débarrasser I'organisme de ses toxines et de ses déchets.
Diurétique : augmente la diurése.

Emollient ou Laxatif : facilitant I'évacuation des selles.

Expectorant : Fluidifiant bronchique facilitant I'expectoration.

Hépatique : agit sur le foie

Immunostimulant : stimule les défenses immunitaires.

Lyophilisé : déshydraté.

Nervins : agit sur le systéme nerveux central.

Relaxant : favorise la relaxation.

Sédatif : agit contre la douleur, I'anxiété, I'insomnie.

Stimulant : qui a un effet favorable sur le fonctionnement de certains organes.
Stomachique : favorise le fonctionnement normal de I'estomac.

Tensioactif : capacité de mousser en présence de I'eau.

Tonique : reconstitue les forces vitales de I'organisme ou d'une fonction.

Références

- Hostettmann K., et Marston A. (2005). Saponins. Cambridge University Press. pp1-2.

- Larousse dictionnaire en ligne. Disponible sur
https://www.larousse.fr/dictionnaires/francais/ad_libitum/1120?qg=ad+libitum+#1110 (consulté le
24.11.2018).

- Scimeca D. (2006). Les plantes du bonheur : Le coup de pouce des plantes contre tous les coups

de blues. Alpen Ed. Disponible sur
https://books.google.dz/books?id=MnSPIsrHpHoC&pg=PP94&dq=Adaptog%C3%A8ne&hl=fr&s
a=X&ved=0ahUKEwi5rJgBnpTfAhVPvxoKHTXhAoc4ChDoAQhGMAU#v=0onepage&q=Adaptog

%C3%A8ne&f=false (consulté le 24.11.2018).
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2. Classification APG IV

FILOGENIA DE LAS ANGIOSPERMAS
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Figure.1. Phylogénie des angiospermes
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MATERIEL BIOLOGIQUE

1. Matériel animal

Figure.1. Animaux utilisés. a) Rats WISTAR. b) Souris NMRI (Originale, 2015).

Tableau.1. Composition des granulés des animaux (ONAB Bejaia).

Composants %

Mais 52.80
Son 10.80
Soja 32.10
Calcaire 01.50
Phosphate 00.80
Complément vitaminique 02.00

2. Matériel microbiologique

Figure.2. Présentation des souches microbiennes. a) lyophilisées sous forme de
Pastilles b) en suspension aprés reconstitution (Originale, 2016).
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FICHES ET SUPPORTS

Fiche — Enquéte Ethnobotanique : Usage des plantes médicinales

Répondez de maniére précise et honnéte.
Cochez les cases qui vous semblent convenables.

Renseignements généraux

L Age: O< 20 O (20-30) O (30 - 40) O@o-50) O (s0-60) Osé60
2. Sexe: [ Masculin [0 Féminin
3. Niveau d’étude: [ Analphabéte O Primaire O Secondaire OUniversitaire

4. Profession: O Etudiant O Employé O Retraité

O Profession libérale O sans profession

5. A quel genre de médecine avez vous recours quand vous vous sentez malade ?

O Médecine traditionnelle = Pourquoi ? [ Efficace O Moins cher
O Par acquisition O Médicament inefficace
OO Médecine moderne = Pourquoi ? O Plus efficace O Plus précise

O Je n’utilise pas de plantes
Si vous avez coché les deux, par laquelle vous commencez ? [ Traditionnelle O Moderne

6. Résultat des soins: [0 Guérison [0 Amélioration O Aucun effet

Pour les utilisateurs des plantes médicinales

7. Utilisez vous les plantes a des doses précises (mesure ou pesée) ? [0 Oui O Non

8. Qui est ce qui vous propose les plantes que vous utilisez ?

[0 Autres utilisateurs [0 Herboriste [0 Pharmacien [0 Médecin O Livres

9. D’ou vous procurez vous vos plantes ?

[ Directement de la nature O Herboriste O Pharmacien

10. A quelle fréquence utilisez-vous les plantes médicinales :

O Tres fréquemment O Fréquemment O Rarement O Trés rarement

11. Renoncerez vous aux médicaments en faveur des plantes médicinales ? [ Oui ONon

1/2
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12. Quelles sont les plantes médicinales que vous connaissez ?
Citez la plante, la partie utilisée (feuilles, fleurs, fruits, toute la plante, racines, huile), mode de
préparation (tisane, cataplasmes, macération, fumigation (vapeurs) et les maladies pour les quelles

+ elle est utilisée.

Plante Partie utilisée | Mode de préparation Maladies

13. Connaissez vous la plante médicinale «Chendgoura» Ajuga iva ou ivette musquée ? 0 Oui O Non

14. Elle est utilisée pour traiter quelle maladie ?

b

15. Quelle partie de la plante est utilisée : [J Feuilles O Toute la plante O Racines
16. Sous quelle forme est-elle utilisée ? [ Tisane O Poudre
17. D’ol1 vous procurez vous cette plante ? [ Directement de la nature O Herboriste

Merci pour votre collaboration
2/2

Figure.1. Fiche ethnobotanique
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Figure.2. Fiche ethnobotanique version arabe
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Fiche de surveillance des souris

Date :

Substance

Véhicule

Volume
Administration
Espéce / Souche
Dose initiale du test :

Evolution pondérale

Provenance :
Sexes

Age

Nombre
Régime

Conditions d’hébergement :

Couleur |Avantjeune| JO

J1 J7

J13

J14

Orange

Vert

Bleu

Rose

Roug_;e

,?jgnes de toxicité

30m 4h

24h 48h

J7

J14

Fourrure et peau

Yeux

Salivation

Somnolence

Léthargie

Coma

Convulsion

Tremblements

Asthénie

Anorexie

Diarrhée

Hypoactivité

Mortalité

Observation :

Autopsie :

Figure.3. Fiche de surveillance pour le test de toxicité
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PRODUITS CHIMIQUES

- Acétate de sodium (Sigma-Aldrich) - Paraffine

- Acide acétique (Sigma-Aldrich) - Primazol (Saidal)

- Acide ascorbique (Alfa Aesar) - Quercetine (Alfa Aesar)

- Acide chlorhydrique (Biochem) - Ranitidine (Merinal)

- Acide gallique (Biochem) - Réactif de Fehling (Sigma-Aldrich)
- Acide méthanosulfonique - Réactif de Stiasny

- Acide sulfurique (Fluka) - Réactif Dragendorff (Sigma-Aldrich)
- Acide tannique (Biochem) - Réactif Folin Denis (Fluka)

- Acide trichloracétique (Sigma-Aldrich) - Réactif Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich)
- Alcool isoamylique (Sigma-Aldrich) - Résine

- Alpha-tocopherol (Alfa Aesar) - Rouge Congo

- Ammoniaque (Sigma-Aldrich) - Solution de potasse

- Aspégic (Sanofi) - Solution hydroalcoolique

- Bouillon Sabouraud (ldelaLabo) - Solution tampon phosphate

- Carbonate de sodium (Sigma-Aldrich) - Sulfate de sodium (Sigma-Aldrich)

- Carraghénine (Sigma-Aldrich) - Trichlorure d’aluminium (Biochem)
- Chloroforme (Biochem) - Vert de Méthyle

- Chlorure de fer (Biochem) - Xyléne

- Copeaux de magnésium

- Désinfectant pour paillasse

- Diméthyle sulfoxyde (Riedel-deHaén)
- DPPH (Alfa Aesar)

- Eau distillée (IdelaLabo)

- Eau physiologique 0,9%

- Eosine

- Ethanol (Sigma-Aldrich)

- Ether de pétrole (Sigma-Aldrich)

- Ether diéthylique (Sigma-Aldrich)

- Ferricyanure de potassium (Sigma-Aldrich)
- Formol (Sigma-Aldrich)

- Hématoxyline de groat

- Hydroxyde de sodium (Biochem)

- Hypochlorite de sodium

- Indométacine (Saidal)

- Lamidaz (Saidal)

- Levure de biére (Saf instant)

- Méthanol (Sigma-Aldrich)
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APPAREILLAGE

Agitateur magnétique (VV3, VWR)

Autoclave

Automate de déshydratation et d’éclaircissement de type carrousel (Myr)
Bain marie réglable (nb20, Nuve)

Bain marie réglable (Firlabo)

Balance analytique (Nuve)

Balance de précision (ALS 220-4N,KERN)

Balance de précision (ABS 220-4N,KERN)

Bec bunsen

Centrifugeuse (Nuve NF 200)

Chauffe ballon réglable

Chromatographe (Perkin Elmer (USA), modéle CLARUS 500 GC) couplé a
un détecteur spectrométrie de masse (turbomass'™).

Chromatographe (DIONEX modéle ICS 3000)

Etuve (Skura)

Etuve (Nive)

Evaporateur rotatif avec pompe a vide (Digital water bath RE300DBStuart)
Four a moufle

Héte a flux laminaire horizontal désinfectée

Lampe UV

Chromatographe MASTER GC DANI (DANI Instuments, Inc, Italie) couplé a
un détecteur spectrométrie de masse TOFMS de la méme marque
Loupe binoculaire (Zeiss 475002)

Lyophilisateur (CHRIST ALPHA 2-4 LSC plus).

Microscope optique (Zeiss)

Microscope optique (Olympus CX21FS1)

Microtome (Leica, Leica Biosystems)

PH métre (HANNA instruments)

Plaque chauffante réglable

Plaque froide a -5°C (Leica EG1150C, Leica Biosystems)

Pulvérisateur (KENWOOQOD)

Refractométre (J357, Rudolph Research Analytical)

Réfrigérateur et congélateur (Samsung).

Spectrophotomeétre a double faisceau (Shimadzu UV-1601)
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VERRERIE ET AUTRE MATERIEL

3. Verrerie

- Ampoule a décanter

- Ballons

- Béchers

- Clevenger

- Creusets

- Creusets en porcelaine
- Cuve a coloration avec couvercle
- Entonnoirs

- Eprouvettes gradués
- Erlenmeyers

- Fiole jaugée

- Pipette graduée

- Pipettes pasteur

- Soxhlet

- Tubes a essais

- Verre a pied

4. Autre matériel

- Bistouri

- Boites de Pétri 90 mm et 60 mm a usage unique

- Cage a rongeurs

- Cartouches en cellulose

- Cassettes d’histologie

- Ciseaux

- Cotton

- Compresses a gaz

- Cuve de spectrophotomeétre en plastique a usage unique

- Cuve de spectrophotométre en quartz

- Disques en cellulose 6 mm (dominique Dutscher SAS, Brumath, France)
- Ecouvillons stériles a usage unique

- Galeries API (API® 20E, API® Staph et API® 20C, Biomerieux™, France)
- Gants chirurgicaux a usage unique

- Lamelles en verre

- Lames de bistouri

- Lames porte objet

- Loupe a main
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Lunettes de protection

Masque a gaz avec filtres jetables
Micropipettes réglables 100-1000 ul, 50-100 pl
Milieux de culture (gélose nutritive, Mueller Hinton, Sabouraud)
Moules d’histologie en inox

Papier absorbant

Papier aluminium

Papier filtre (Sophyc Socolab)

Pied a coulisse (BERENT)

Pince fine pour dissection

Pinces

Pipettes pasteur stériles

Pissette

Porte lames en inox

Portoirs en inox

Seringues (insuline, 3.5, 5 ml)

Sonde cannelée

Sondes de gavage en inox

Spatule

Thermometre digital (Eco temp Basic, Omron)
Tissu mousseline

Aiguilles de fixation (dissection)

Tubes a prélévements 5cc en verre.

Tubes Eppendorf
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ENQUETE ETHNOBOTANIQUE

Tableau.1. Les différentes espéces recensées lors de 'enquéte ethnobotanique

Nom Nom ——
i N N~ Citation
Famille commun commun Nom berbére Nom scientifique s
frangais arabe
Armoise Chih Chih Artemisia herba-alba 18
Camomille |Babounge Wamlal Chamaemelum nobile 14
Inule visque|Magraman Amagraman Inula viscosa 2
Asteraceae - -
Artichaud |Karnoun Thifarwa Cynara scolymus 1
Pulicaire
- Silmekhsa Pulicaria odora 1
odorante
Fenouil Besbas Abesbas Foeniculum vulgare 17
Habet el
Anis verte Lheb lahlawa Pimpinella anisum 8
hlawa
Apiaceae Persil Maadnous Imzi Petroselinum crispum 6
Cumin Kemmoune Akemmoun Cuminum cyminum 4
Céleri Krafes Lekrafes Apium graveolens 1
Coriandre |Kosbor Lkusver Coriandrum sativum 1
Séné Sna mekki Agargar Senna alexandrina 5
Fenugrec |[Halba Tifides Trigonella foenum-graecum 4
Fabaceae ,g = ; g X f Z
Reglisse Arq essous Asyar azidan Glycyrrhiza glabra 2
Caroubier |Kharroub Akharrouv Ceratonia siliqua 1
Menthe Nadnaa Naanaa Mentha spicata 45
Origan Zaatar Zaatar Origanum vulgare 27
Thym Zittra Tazaatart Thymus vulgaris 18
Romarin Klil Aklil Rosmarinus officinalis 14
lvette Chendgoura |Thouf etoulba |Ajugaiva 6
Sauge Siwak ennabi [Agurim Salvia officinalis 5
Lamiaceae Lavande Helhal Amezzir Lavandula angustifolia 4
Marjolaine |Merdekkouche Timejja Origanum majorana 4
Marrube Merriwa Marnuyet Marrubium vulgare 3
Melisse Trandjane ifer tzizwa Melissa officinalis 3
Menthe . .
. Fliou Felgou Mentha pulegium 3
Pouliot
Basilic Hbeq Lahveq Ocimum basilicum 2
Cannelle |Quorfa Lquerfa Cinnamomum verum 9
Campbhrier |Kafour - Cinnamomum camphora 1
Lauraceae Laurier ..
Rand Rand Laurus nobilis 1
noble
Laurier rose|Defla ilili Nerium oleander 1
Eucalyptus |Kalitous Kalitous Eucalyptus globulus 18
Clou de . .
Myrtaceae . Kronfel Legronfel Syzygium aromaticum 5
girofle
Myrte Rihane Chilmun Myrtus communis 1
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(Suite)
Jujubier Sedra Azeggwar Ziziphus jujuba 2
Rhamnaceae J — .gg prus Jil -
Nerprun Méliles Imliles Rhamnus cathartica 1
Amandier |Louz Luz Prunus dulcis 1
Rosaceae Aubepine [Bou mequeri |ldmim Crataegus laevigata 1
Neflier Zaaror Zaaror Mespilus germanica 1
Citronnier |El quqgres gares, lim Citrus limon 2
Rutaceae — —
Rue Fidjel Fijel Ruta graveolens 2
L Gingembre |Skenjbir Skanjbir Zingiber officinal 17
Zingiberaceae g J J g ff
Curcuma  |Korkom - Curcuma longa 2
Amarylidaceae |Ail Thoum Thicheurth Allium sativum 1
Anacardiaceae |Lentisque |[Dharw Thidekt Pistacia lentiscus 3
Brassicaceae |Cresson Rchad Guerninouche |Nasturtium officinale 6
Boraginaceae |Bourrache |Harcha Chikh levqul Borago officinalis 1
Spergulaire
Caryophyllaceae pers ) Fettat lahdjer |- Arenaria rubra 1
ou sabline
Cupressaceae |Genevrier |Aaraar Aaraar Juniperus phoenicea 1
; Petite Merraret el . .
Gentianaceae , Quelilou Centaurium erythraea 1
centaurée |hnech
Liliaceae Oignon Bsal Tibselt ou Azalim|Allium cepa 1
Linaceae Lin Kettan Thifert Linum usitatissimum 3
Lythraceae |Grenade Ramman Tharemmant Punica granatum 4
El medjir, .
Malvaceae Mauve . Mejjir Malva sylvestris 1
Khobeiz
Moraceae Figuier Karmous Thaneglets Ficus carica 1
Moraceae Murier Toute el dalik |Tut amelal Morus alba 1
Oleaceae Olivier Zitouna Thazemmourth |Olea europaea 6
Pinaceae Pin Snouber Azumbei Pinus halepensis 1
Poaceae Orge Chair Timzin Hordeum vulgare 1
Ranunculaceae |Nigelle Sanoud;j Zraraa Nigelle sativa 5
El lalla ou
. Fleur de . . .
Selaginellaceae Jéricho Chadjarat - Selaginella lepidophylla 2
meriem
Theaceae Thé vert Atay Atay Camellia sinensis 5
Tiliaceae Tilleul Zeizafoune - Tilia europaea 1
Urticaceae Ortie Horraig Azegdhouf Urtica dioica 4
Verbenaceae |Verveine |Louisa Lwiza Aloysia citrodora 58
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ETUDE PHYTOCHIMIQUE

1. Extractions

Figure.2. Extraction au Soxhlet (Originale, 2015).
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’) )
\ =

Figure.3. Décoction aqueuse (Originale, 2015).

C

Figure.5. Extraits secs. a) éthanolique. b) éthéré. ¢) aqueux. (Originale, 2015).
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2. Chromatographie ionique
5 Standard-100%C1
Sample Name: Standard-100%C1 Injection Volume: 25,0
Vial Number: 2 Channel: CD_1
Sample Type: standard Wavelength: n.a.
Control Program:  test anions 40 min Bandwidth: n.a.
Quantif. Method: anion Dilution Factor: 1,0000
Recording Time:  17/1/2012 13:44 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 30,00 Sample Amount: 1,0000
© 2017-01-17-TEST ANIONS #5 _ Standard-100%C1 SRR
2 & 45 7-Ph
220
S
*: 2 - chlorure - 5,107
175
150
7 1257
E ]
2 100]
=} 4
2 1 3 - nitrite - 5,994
O 75 - nitrate -_7,834
] 4 -lbromuse. s7iftlé - 9,334
7-22,770
L T
-204— 1 o] T | mn
0,0 5,0 15,0 20,0 25,0 30,0
B Retention Time [min]
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Amount
min uS uS*min % mg/kg ppm
1 3,61 fluorure 58,014 8,721 6,90 19576039,2113 19,576
2 5,11 chlorure 194,088 29,870 23,62 99876349,9778 99,876
3 5,99 nitrite 80,867 17,580 13,90 97167247,8946 97,167
4 7,10 bromure 63,846 13,222 10,46  #HHHAHHAHHAH 100,375
5 7,83 nitrate 69,390 17,385 13,75  #HHHHHHHHHHAHE 100,432
6 9,33 sulfate 61,746 21,544 17,04 99896416,6642 99,896
7 22,77 n.a. 9,107 18,120 14,33  n.a. n.a.
Total: 537,059 126,441 100,00 517,323

Figure.6. Chromatogramme des anions standards
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5 Standard-100%C1
Sample Name: Standard-100%C1 Injection Volume: 25,0
Vial Number: 3 Channel: CD_1
Sample Type: standard Wavelength: n.a
Control Program:  cations Bandwidth: n.a.
Quantif. Method: cation Dilution Factor: 1,0000
Recording Time: 17/1/2012 12:50 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 15,00 Sample Amount: 1,0000
2017-01-17-TEST CATIONS #5 Standard-100%C1 e L S CD
i 12173 4 5 6-ca.
500
uS
1 1 - lithium - 3,690
400
300+
(7}
2
3 200+
o 4
(@]
] 2 - sodium - 4,177
100
] 4 - potassium - 5,740
5 - magnésium - 9,147
nium - 4,800 6 - calicium - 11,257
; 1 Sa m
-50 T T T T S P T T T min
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 15,0
et Retention Time [min] i .
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Amount
min uS uS*min % mg/kg ppm
1 3,69 lithium 459,171 74689 38,01 98803824,6945 98,804
2 4,18 sodium 125,151 25133 12,79 98229849,5539 98,230
3 4,80 ammonium 22,748 8,061 4,10 88917017,5570 88,917
4 5,74 potassium 69,735 15,991 8,14  99444436,8105 99,444
5 9,15 magnésium 47,872 45126 22,96 97910320,6058 97,910
6 11,26 calicium 24 876 27,516 14,00 97554302,2436 97,554
Total: 749,553 196,516 100,00 580,860

Figure.7. Chromatogramme des cations standards
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3. Screening phytochimique et dosage des métabolites

Extrait | | Hétérosides |
oquew| | Leucoanthocyanes ‘ Flavones bedismte IrldOIdcs Composés
. réducteurs

Mucilage

Test des
coumarine

oy .'05 . 06

Saponosides

Figure.8. Screening phytochimique préliminaire (Original, 2015).
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4. Spectre de masse des composants majoritaires de I’huile

essentielle

, 21-Apr-2015 + 08:30:43
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Figure.9. Spectre de masse de 'Hexahydrofarnesyl acetone

, 21-Apr-2015 + 08:30:43
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Figure.10. Spectre de masse du (E)-Anethole

, 21-Apr-2015 + 08:30:43

HE_HEC_21_04_2015 1890 (15.452) Scan El+

71 4.46e7
1001 43
41

0/0‘
55 89| 7983 91\939
44 3 % 6:7 ( 107110 124 133 138 155 159 169 475 177
51 147 5! N3/
0 Wm‘w‘h/‘“ nlx h ‘hlu ‘ ‘ 18‘7“ H“‘M‘/‘H}Mm‘“m et N HHA 1‘87“‘205‘“““2‘43“”]/2
32 42 52 62 72 82 | 92 102 112 122 132 142 152 162 172 182 192 202 212 222 232 242 252

Figure.11. Spectre de masse du (-)-Caryophyllene oxide

, 21-Apr-2015 + 08:30:43
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Figure.12. Spectre de masse du Thymol
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, 21-Apr-2015 + 08:30:43
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Figure.13. Spectre de masse du Beta-Turmerone

, 21-Apr-2015 + 08:30:43
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Figure.14. Spectre de masse du Carvone

5. Dosage des polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins

1,60

1,40

1,20 y =0,0105x +0,1387

=0,99902
1,00

0,80

0,60

Absorbance 765 nm

0,40
0,20

0,00
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentrations acide gallique (mg/L)

Figure.15. Courbe d’étalonnage de 'acide gallique
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Absorbance 415 nm

Absorbance 760 nm

1,0
0,9
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0,6
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0,4
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0,8

0,6
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0,2

0,0

y=0,006x +0,1412
R? =0,9978
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Concentrations quercétine (mg/L)

Figure.16. Courbe d’étalonnage de la quercetine

y =0,0018x + 0,5816
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Concentrations Acide tannique (mg/L)

Figure.17. Courbe d’étalonnage de I'acide tannique
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ACTIVITES BIOLOGIQUES

1. Identification des bacteries
1.1.La galerie API pour identification des bacteries et des levures

Une galerie API (Figure.1) comporte 20 microtubes contenant chacun un
substrat déshydraté, correspond a un test spécifique marqué en dessous.

e Chaque microtube est ensemencé avec la suspension microbienne de la souche
a identifier.

e Aprés une période d’incubation, les réactions produites se traduisent par un virage
de la couleur du substrat de maniére spontanée ou bien aprés ajout de réactifs.

e Les réactions positives de la galerie sont rapportées sur la fiche d’'identification, et
les chiffres correspondant a chaque cupule sont comptabilisés pour générer un
code (Figure.2).

¢ Le code obtenu spécifique a chaque souche microbienne déterminera son identité

en se référant au catalogue d’identification.

g WAL I\ ...\/\JV\J\JU\/U\./

& ADH LDC ® ODC TCITT H2s ® URE  ToA TND A (vr €[] GLU #MAN ING SOR ® RHA™SAC MEL T AMY ARz

Figure.1. Galerie APl avant inoculation (Original, 2016).

€

07223C

9

BIOME|RIEUX

Origine / Source / Herkunft /
Origen / Origem / MpoéAeuon /
Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

wapi‘20E

8 f‘ eoc o= Sl
Ljﬁ Ny el e ann

ONPG ADH 1DC | oDC LCT] HS | URE 7oA ND | LYRJ LGELI GLU | MAN INO SOR | RHA SAC MEL | AMY ARA  OX

I

. |

| Autres tests / Other tests / Andere Tests / Cck)(q,\al& 3] Ident. / TautoToinon \
Otras pruebas / Altri test / Outros testes / £ . o ‘
AMEG £EETATEIG / Andra tester / Cabrine t %auQﬂ.u.A Aubh w |
Andre tests / Inne testy : X\K(ﬂ)fﬂ s B

Figure.2. Fiche d’identification (Original, 2016).
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2. ldentification d’Aspergillus niger

Aspergillus niger est identifié par une observation macroscopique de la culture

sur boite et un examen sous microscope des organes fongiques (Figure.3).

a. Examen macroscopique
e Délai de culture
e Aspect de la colonie : plate ou surélevée, plane, plissée ou cratériforme,
glabre, pateuse, poudreuse, granuleuse, duveteuse ou floconneuse ...
e Couleur du revers, existence de crétes ou arborisation en profondeur de

la gélose

Figure.3. Observation macroscopique d’Aspergillus niger
(Original, 2016).

b. Examen microscopique (Figure.4)

Présence, abondance, et forme des filaments mycéliens, microspores,
macrospores, formations ornementales (vrilles, organes pectinés, organes

nodulaires, chandeliers)
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Figure.4. Observation microscopique d’Aspergillus niger (Gx10 et Gx40)
(Original, 2016).

3. Mesure du diameétre de la zone d’inhibition

-, W, W S
AL Lo

Figure.5. Zone d’inhibition mesurée au pied a coulisse (Original, 2016).
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4. Activité antioxydante

4.1.Test du piégeage du radical libre DPPH

100

90

80 y = 1032,3x + 22,22
2 _

70 R? = 0,9945

:

40

i - ‘
20

10

0
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
[c] a.ascorbique mg/ml

% d'inhibition

Figure.6. Courbe des pourcentages d’inhibition du DPPH par acide ascorbique.

100
90

80 y =1805,3x + 18,859 e
70 R2 = 0,9978
60

s

0
0,00 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,03 0,04

[c] o tocopherol mg/ml

% d'inhibition

Figure.7. Courbe des pourcentages d’inhibition du DPPH par I'a-tocophérol et
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100
90
80
70
60 y = 13546x + 6,6203 e
50 R? = 0,9881
40
10 ‘.‘
0
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
[c] quercetine mg/ml

% d'inhibition

Figure.8. Courbe des pourcentages d’inhibition du DPPH par la quercetine

Tableau.1. Pourcentage d’inhibition du DPPH par les extraits et I'huile d’A. iva

Concentration mg/ml % INH

5,000 79,532

2,500 62,800

Ex. Ethanolique 1,250 57,334
0,625 52,426

0,313 48,745

5,000 63,915

2,500 38,148

Ex. éthéré 1,250 20,970
0,620 10,095

0,310 5,020

0,625 71,946

0,313 39,654

Ex. aqueux 0,156 21,417
0,078 13,107

0,039 2,566

0,020 1,339

0,008 7,381

0,016 14,286

Huile 0,031 22,222
essentielle 0,063 30,000
0,125 50,397

0,25 84,524
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4.2.Test de réduction du fer

Tableau.2. Pouvoir réducteur des extraits et I'huile d’A.iva

Absorbance 700 nm

Concentration ) Aqueux Ethéré Huile
(mg/ml) essentielle
0,16 0,003 0,093 0,008 0,001
0,31 0,077 0,192 0,019 0,026
0,63 0,164 0,337 0,034 0,056
1,25 0,381 0,580 0,054 0,168
2,50 0,668 1,073 0,110 0,492
5,00 1,266 1,838 0,239 0,862
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ACTIVITES PHARMACOLOGIQUES

1. Etude de la toxicité

a b

Figure.1. Test de toxicité orale aigue de I'extrait d’A.iva. @) matériel utilisé : extrait
aqueux, seringue et sonde de gavage, b) gavage de la souris
(Originale, 2016).

Tableau.1. Aspect général et observations comportementales pour le groupe
traité avec 14000 mg d’extrait aqueux d’A.iva et traités.

Dose 14 000 mg/Kg p.c.

30mn 4h 24h 48h J7 J14

M FIM|IFIM|FIM|F|IM|F|M|F
Fourrureetpeau | N | N | N N[N | N|N|N|N|NJ|N/|N
Yeux NI N|N|[N[N|[N|IN|N[N|[N|N|N
Salivation NI N|N|N[N[N|IN|N[N|[N|[N|N
Somnolence NI N|IN|N[N[N|IN|N[N|[N|[N|N
Léthargie NI N|N|[N[N|[N|N|N[N|N|N|N
Coma NI N|IN|N[N[N|IN|N[N|[N|[N|N
Convulsion NI N|IN|IN|[N|N|N|N|IN|N|N|N
Tremblements NI N|IN|N[N|N|N|IN|IN|N|N|N
Asthénie NI N|N|[N[N|[N|IN|N[N|[N|N|N
Anorexie NI N|IN|N[N|N|N|IN|IN|N|N|N
Diarrhée N|{N|[N|N|NIMS5 N|N|N|N|NI|N
Hypoactivité NI N|N|[N[N|[N|IN|N[N|[N|N|N
Mortalité 0/5]0/5|0/5|0/510/5{0/5]|0/5|0/5(0/5|0/5|0/5|0/5

N. normal
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Tableau.2. Gain pondéral aprés traitement orale avec I'extrait aqueux d’A.iva

Gain pondéral

JO-7 J7-14 JO0-14
Males
Control 6,73+0,54 2,65+0,76 9,38+0,30
300 mg/Kg 7,42+0,38 1,99+0,34 9,41+0,44
2 000 mg/Kg 6,61+0,35 3,06+0,17 9,68+0,35
5000 mg/Kg 6,55+0,28 2,01£0,40 8,56+0,53
8 000 mg/Kg 5,82+0,33 2,21+0,45 8,03+0,60
14 000 mg/Kg 6,51+0,71 3,18+0,46 9,70+0,41
Femelles
Control 4,59+0,10 1,831+0,19 6,42+0,27
300 mg/Kg 4,23+0,24 2,07+0,24 6,30+0,27
2 000 mg/Kg 4,26+0,31 1,42+0,37 5,68+0,57
5000 mg/Kg 4,47+0,42 1,36+0,33 5,83+0,32
8 000 mg/Kg 5,43+0,63 1,0410,21 6,46+0,76

14 000 mg/Kg 5,18+0,30 1,41+0,18 6,59+0,28
Les valeurs sont présentées en moyennexSEM (n=5)

2. Activité antiinflammatoire

Figure.2. Evaluation de I'activité antiinflammatoire de 'extrait d'A.iva. a) Patte
ocedématiée vs patte a I'état normal. b) Mesure de la circonférence de
la patte du rat (Originale, 2016)
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Tableau.3. Evolution de la circonférence (mm) de la patte des rats.

Traitement Temps (Heure)

HO HA1 H2 H3 H4 HS5 H6

Control 26,92+0,33 31,35+0,38 32,31+0,25 30,20+0,29 31,50+0,15 30,62+0,15 29,94+0,12

250 mg 28,27:0,62 30,48:0,55 31,55:0,37 -0:86£0,28 30,03£0,42 29,17+0,40 28,6110,48

30,81+0,30 29,84+0,30 29,38+0,21 28,9840,29 28,62+0,29

*% (a) Hok Hok *

Indo 28241036 3124034 3204015 ° or2 29.80:019 29,4120.15

500 mg 28,39+0,33 30,46+0,35

28,84+0,27

Les valeurs sont présentées en moyenne+SEM (n=6)
* p<0,05, ** p<0,01 , *** p<0,001 significativement différent du lot control
@. ) communs aux traitements avec une différence significative

Tableau.4. Pourcentage d’augmentation (%) de 'oedéme de la patte des rats.

Traitement Temps (Heure)

HA1 H2 H3 H4 HS5 H6

Control 16,53+1,87 20,09%+1,93 19,70+2,18 17,11+1,89 13,81+1,39 11,30+1,55

250 mg 7,91i1,59 11,83*12,39 9,30i1,58 6,3453*1,74 3,285*1,17 1,2559,83
500 mg 7,31i0,90 8,605‘1,81 5,041:3*1,45 3,54:3*1,03 2,1259,91 0,8259,43

Indo  10,65:1,12 13524008 1338+2,03 200121 4208091 2,1820,74

Les valeurs sont présentées en moyenne+SEM (n=6)
* p<0,05, ** p<0,01 , *** p<0,001 significativement différent du lot control

Tableau.5. Pourcentage d’inhibition de 'oedéme induit par la carraghénine

Traitement Temps (Heure)
H1 H 2 H3 H4 H5 H6
250 mg 52,15 41,14 52,78 62,95 76,26 88,97
500 mg 55,77 57,18 74,44 79,31 84,67 92,73
Indométacine 35,56 32,71 32,10 67,40 69,61 80,67




APPENDICE K 217

3. Activité antalgique

Figure.3. Evaluation de I'activité antalgique de I'extrait d’Ajuga iva. a) injection
intrapéritonéale de I'acide acétique. b) et c) torsions abdominales chez
la souris. d) étirements des pattes chez la souris (Originale, 2016).

Tableau.6. Effet des différents traitements sur le nombre de torsions et le
pourcentage d’inhibition de 'cedéme induit par la carraghénine

Traitement Dose Nombre de %
(mg/kg.p.c) contorsion inhibition
Control 517,46 -
A 500 47,83 £ 9,52 6,21
Extrait A.iva 1000 19+£7,16* 62,75
Indomeétacine 10 39 +5,07 23,53

Les valeurs sont présentées en moyenne+SEM (n=6)
* p<0,05, significativement différent du lot control
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4. Activité antipyrétique
,T \
Figure.4. Prise de la température réctale (Originale, 2016).
Tableau.7. Evolution de la température rectale ("C) chez les rats.
Traitement Temps (Heure)
HO H1 H 2 H4 H6 H8 H10
Eau 36,63+0,13 38,17+0,20 38,53%+0,22 39,18+0,20 39,50+0,17 39,65+0,13 39,70+0,05
250 mg 36,83:0,20 37,9840,24 38.25:0,16 3892014 38,630,15 0-92%0,19 38,35+0,10
500 mg 36,68:0,14 37,33%0,28 37,830,28 38,380,227 So47%0,34 38,3240,21 38,23+0,25
Aspégic 36,90£0,15 38,05:0,15 3827013 38,93%0,12 38,8240,20 -0-°0%0,09 38,5810,11
Les valeurs sont présentées en moyenne+xSEM (n=6)
* p<0,05, ** p<0,01, significativement différent du lot control
Tableau.8. Variation de la température rectale ("C) chez les rats.
Traitement Temps (Heure)
HO-H1 HO-H2 HO0-H4 HO-H6 HO-H8 HO0-H10
Eau 1,53+0,26 1,90+0,24 2,55+0,22 2,87+0,18 3,02+0,16 3,07+0,12
250 mg  1,15:020 142+019 2,08£026 1,80+018 208025 1.7520,18
500mg 087024 1374024 1924031 2,00£0,38 -0°£0,24 1.770,33
Aspégic 0,73%0,12 0,95:0,15 1,624¢0,12 1,50%0,16 +2°:0,08 1,.270,12

Les valeurs sont présentées en moyenne+SEM (n=6)

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 significativement différent du lot control
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Tableau.9. Pourcentage d’augmentation de la température rectale (°C) chez les

rats.
Traitement Temps (Heure)
HO-H1  HO-H2  HO-H4  HO-H6  HO-H8  HO-H10
Eau 4193073 519:065 6,97+060 7,83:049 824:045 838036
250 mg  3,13+0,56 3,86:0,52 5,67+0,72 4,90+052 >07%0.70 4,760,50
500mg  2,38+0,65 375:0,65 526+0,87 549+1,05 >08%0.67 4,86+0,90
Aspégic  1,96£0,31 2,55:040 4,33+0,32 4024043 >°51%0.21 3404032

Les valeurs sont présentées en moyenne+xSEM (n=6)

* p<0,05, ** p<0,01 significativement différent du lot control

Tableau.10. Pourcentage d’inhibition de la température rectale (°C) chez les rats.

Traitement Temps (Heure)
H1 H2 H4 H6 H8 H10
250 mg 2545 25,74 18,56 37,45 31,20 43,14
500 mg 43,34 27,81 24,42 29,82 38,35 42,02
Aspégic 25,44 28,44 20,72 33,43 4561 45,46

5. Activité antiulcéreuse

Tableau.11. Pourcentage d’inhibition de l'ulcére induit a la carraghénine

Traitement Dose Indice %
(mg/kg.p.c) d’Ulcération Inhibition
Control (-) (eau) - - -
Témoin (+)

(éthanol absolu) 5 ml/kg p.c 41,612.20

Extrait A.iva 500 17,8+7,44* 57,21

1000 10+4,81*** 75,96

Ranitidine 50 16,8+2,47** 59,61

Les valeurs sont présentées en moyenne+SEM (n=5)
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 sinificativement différent du lot témoin (+)
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Figure.5. Préparation des estomacs. a) prélevement. b) Incision. ¢) nettoyage et
ringage (Originale, 2017).
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Figure.6. Examen macroscopique d’un estomac a la loupe (Originale, 2017).
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Figure.7. Fixation des estomacs au formol (Originale, 2017).
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Figure.8. Préparation des portions d’estomacs pour les coupes histologiques.  a)
Mise en place de la partie d’estomac sélectionnée dans une cassette
d’histologie (Originale, 2017). b) Automate de déshydratation et
d’éclaircissement des échantillons [397].

------------

Figure.9. Préparation des blocs d’échantillons. a) Imprégnation dans de la paraffine
en fusion. b) Inclusion et de refroidissement. ¢) Démoulage des blocs
(Originale, 2017).
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Figure.10. Préparation des coupes histologiques. a) Confection des coupes au
microtome. b) étalement des coupes au bain marie. ¢) montage des
coupes sur lame (Originale,2017).

Hématoxyline de Groat Eosine Ethanol 70° Ethanol 90° Ethanol 100°

Figure.11. Les différents bains de coloration hématoxyline et I'éosine
(Originale,2017).
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Figure.12. Lames préparées des coupes histologiques des estomacs des rats
(Originale,2017).
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Abstract

Description of the subject: Ajuga iva (A.iva) is a medicinal plant used to treat various diseases. It is interesting
to investigate its therapeutic virtues for its valorization and encourage its use to replace synthetic drugs.
Objective: Investigate the antimicrobial and analgesic effect of A.iva extract, a medicinal plant from north
Algeria.

Methods: The powdered aerial parts of A4.iva were extracted by decoction in water and then lyophilized. The
extract was tested against seven microbial strains including bacteria and fungi, using the diffusion agar method.
Two doses of 4.iva extract (500, 1000 mg/kg.b.w) were tested to evaluate the analgesic effect in mice, using the
writhing test. Indomethacin and sterile distilled water were used respectively, as positive and negative controls.
Results: The results of antimicrobial activity of the aqueous extract of A.iva, revealed a very weak activity
against all the microbial strains. The inhibition zone did not exceed 8,88+1,23 mm. Oral administration of A.iva
extract one hour before acetic acid injection, had significantly reduce the number of writhes at the dose of 1000
mg/kg.b.w (62,75 %, p< 0,05).

Conclusion: The results of the present study showed a very weak antimicrobial activity of the aqueous extract of
A.iva. They also revealed that 4.iva contains potential analgesic components with significant effects, that reduce
peripheral pain.

Keywords: 4juga iva; Lamiaceae; medicinal plants; antimicrobial activity; Analgesic activity; writhing test.

ACTIVITE ANTIMICROBIENNE ET ANALGESIQUE DE L’EXTRAIT AQUEUX
D’AJUGA IVA (L.) SCHREB (LAMIACEAE) D’ALGERIE

Résumé

Description du sujet : Ajuga iva (A.iva) est une plante médicinale utilisée dans le traitement de diverses
maladies. Il est intéressant de connaitre ses vertus thérapeutiques pour la valoriser et encourager son utilisation a
la place des médicaments synthétiques.

Objectifs : Etudier 'effet antimicrobien et analgésique de I'extrait d’A.iva, une plante médicinale du nord
Algérien.

Méthodes : Les parties aériennes d'4.iva pulvérisées ont été extraites par décoction aqueuse, puis lyophilisées.
L'extrait a été testé contre sept souches microbiennes comprenant des bactéries et des champignons, par la
méthode de diffusion sur gélose. Deux doses d'extrait (500 et 1000 mg/kg.p.c) ont été testées pour évaluer I'effet
analgésique chez les souris par le test de contorsions. L'indométacine et I'eau distillée stérile ont été utilisées
respectivement comme témoins positif et négatif.

Résultats : Les résultats de l'activité antimicrobienne de l'extrait ont révélé une trés faible activité contre toutes
les souches microbiennes. La zone d'inhibition était infericure a 8,88+1,23 mm. L'administration orale de I'extrait
a réduit significativement le nombre de spasmes a la dose de 1000 mg/kg.p.c (62,75%, p <0,05).

Conclusion : Les résultats de la présente étude ont montré une trés faible activité antimicrobienne de I'extrait
aqueux d'd.iva. lls révelent également que I’extrait aqueux d’A.iva contient des composants analgésiques
potentiels avec des effets significatifs qui réduisent la douleur périphérique.

Mots clés : Ajuga iva ; Lamiaceae ; Plantes médicinales ; Activité antimicrobienne ; Activité analgésique ; test
de contorsions abdominales.
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