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Introduction

Introduction géenérale

Depuis ’antiquité, I'numanité a utilisé les bienfaits des soins par les plantes afin

de soigner toutes sortes de maladies (Boumediou et Addoun, 2017).

A ce jour, les plantes jouent toujours & travers le monde un réle capital dans 1art
de soigner et de guérir. Les pharmacopées régionales s’inspirent principalement de la
médicine traditionnelle et de I’expérience locale des populations en matiére de soins.
Mais les regles de leur utilisation manquent souvent de rigueur et ne tiennent pas
compte des nouvelles exigences de la thérapeutique moderne. Ces dernieres années,
beaucoup de recherches se sont orientés vers la valorisation de la médecine
traditionnelle en vue de vérifier la stireté et 1’efficacité des plantes utilisées et d’établir
des regles scientifiques pour 1’usage de ces plantes. En effet, les substances naturelles
d'origine végétale sont douées de plusieurs activités biologiques comme [l'activité

antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse...etc.

Le traitement de I'inflammation est souvent basé sur DI’apport des anti-
inflammatoires non stéroidiens AINS et des glucocorticoides. Tous les AINS, quelles
que soient leur voie d’administration, présentent des risques de toxicité gastro-
intestinale et rénale. Dans la plupart des cas, la phytothérapie peut s’imposer comme

une alternative avec des effets secondaires moindres (Kada, 2018).

Dans ce cadre notre étude est basée essentiellement sur la recherche des propriétés
médicinale anti-inflammatoires in vitro des différents extraits que possedent différentes
plantes de la famille des Lamiacées, il s’agit de Thymus algeriensis, Lavandula
antineae, Anisomeles malabarica, Rosmarinus eriocalyx, Plectranthus amboinicus,

Mentha pipierita L. pour cela on va pratiquer les tests suivants :

e Le test anti dénaturant des protéines pour 1’évaluation de la capacité
des extraits de protéger le sérum albumine bovine (BSA) contre la
dénaturation thermique : Thymus algeriensis, Lavandula antineae,

qui a été réellement appliqué.

Le test anti-hémolytique qui a été étudié en exploitant et en analysant d’autres
travaux réalisés sur les especes : Anisomeles malabarica, Rosmarinus eriocalyx,

Plectranthus amboinicus, Mentha pipierita L.



Introduction

Notre étude se divise en deux parties :
Premiére partie : étude bibliographique

C’est une mise au point bibliographique, traitant des généralités des plantes
(Thymus algeriensis, Lavandula antineae, Anisomeles malabarica, Rosmarinus
eriocalyx, Plectranthus amboinicus, Mentha pipierita L), des métabolites secondaires

(classification) et du proccesus inflammatoire.
Seconde partie : étude expérimentale

Préparation du matériel d’extraction, et protocoles in vitro de I’activité anti
inflammatoire sur la base de ces deux tests on a obtenus les résultats concernant
I’évaluation de ’activité anti dénaturantes in vitro des protéines (Thymus algeriensis et
Lavandula antineae) et I’effet anti hémolytique des plantes médicinales (Anisomeles
malabarica, Rosmarinus eriocalyx, Plectranthus amboinicus, Mentha pipierita L) vis-

a-vis les globules rouges.

Ces résultats ont fait ’objet d’une discussion et la fin de cette étude a été achevée

d’une conclusion générale.
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Bibliographique



Chapitre 1

Géneéralites sur les
plantes étudiees



Chapitre 1 Généralites sur les plantes étudiées

La famille des Lamiacées est I'une des plus répandues dans le régne végétal
(Naghibi et al., 2000). Elle est I'une des familles les plus utilisées comme source
mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien, anti oxydant, anti-

inflammatoire (Gherman et al., 2000 ; Bouhdid et al., 2006 ; Hilan et al., 2006).

Tableau 1. Classification taxonomique des espéces étudiées de la famille des
Lamiacées.

Lavande Plantae  Magnoliopsida Lamiacée Lavandula Lavandula antineae
(Ozenda, 2004).

Thym Plantae  Magnoliopsida Lamiacée Thymus Thymus algeriensis
(Quezel et Santa, 1963).

Menthe  Plantae  Magnoliopsida Lamiacée Plectranthus Plectranthus amboinicus
mexicaine (Pernet, 1957).

Romarin  Plantae  Magnoliopsida Lamiacée Rosmarinus Rosmarinus eriocalyx
(Quezel et Santa, 1963).

Menthe  Plantae  Magnoliopsida Lamiacée Mentha Mentha piperita L.
(Abadlia et Chebbou,
2014).

Malabar  Plantae  Magnoliopsida Lamiacée Anisomeles  Anisomeles Malabarica
catmint (Arthur, 2009).

Figure 1. Images des plantes étudiées de la famille des Lamiacées (a : R. eriocalyx
Jord & Four (by Errol Vela 2008) ; b : M. piperita L.(Benayad, 2008).; c : P.
amboinicus (source: Cathalogue of life: Plectranthus amboinicus.jpg by Raphael
Duran, 2011); d : L. antineae (Source : Jardin botanique de Nice (Alpes-Maritimes,
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2012).; e : T. algeriensis(by Liliane Rouboudi, 2006) ; f : A. malabarica (by
Rameshpradu Ramaraj, 2013).

1.1. Lavandula antineae
1.1.1. Lieu géographique et caractéristiques botanique

Lavandula antineae (fig. 1, d) est une plante qui pousse sur les montagnes
sahariennes, sous arbrisseaux (Algérie) : Massif central saharien des monts du Hoggar
(Quezel et Santa, 1963). Elle a une odeur forte, florale et des feuilles linéaires ou
triangulaires en général identiques aux autres espéces. Les fleurs sont de 12-15 mm

bractéolées, elles sont le plus souvent bleues foncé (Quezel et Santa, 1963).

1.1.2. Composition chimique et utilisation

Les huiles essentielles a base de linalol, cineolel-8, B-ocimene, terpinen-4-ol et
le camphre linalyliques (Cavanagh et Wilkinson, 2002) flavonoides (apigénine 7-
rutinoside, vitexine et lutéoline 7-glucoside et lutéoline 7-glucuronide) (Upson et al.,
2004). La lavande est employée pour ses propriétés antispasmodiques, carminatives,
antiseptiques, analgésiques et sédatives Proprietés. Il a été utilisé traditionnellement
pour traiter les coliques, la dépression, le diabéte, I'épilepsie, la migraine, les infections
urinaires, les maladies cardiaques, eczema et pour nettoyer les plaies (Costa et al.,
2001).En Algérie, la plante Lavandula antineae est utilisée pour traiter les frissons, les
ecchymoses, les cedémes et les rhumatismes (Krimat et al., 2014).

1.2. Thymus algeriensis

1.2.1. Lieu géographique et caractéristiques botaniques

Le Thymus algeriensis (fig. 1, e) se trouve le plus souvent dans les pelouses et
rocailles du Tell et rarement ailleurs au piémont de I’Aurés « Djamourah » (Beloued,
2005). Il pousse sous arbrisseaux pouvant atteindre plus de 25 cm de long, c’est une
plante aromatisant trés agréable (Quezel et Santa, 1962) ; ligneuse a rameaux Serrés,
plus ou moins dresseés et velus recouverts de feuilles florales opposées un peu enroulées
sur les bords avec un limbe ponctué trés glanduleux, mesurant 1 a 2cm de long sur 2 a
3mm de large. Les fleurs sont rosacées avec un calice glanduleux ou légerement velu,
long de 5 a 6 mm (Beloued, 2005).

1.2.2. Composés chimiques et utilisation

Le thym contient des huiles essentielles dont les principales composantes son le
thymol et le carvacrol, des principales amers, des saponines et des antiseptiques
(Beloued, 2005). On utilise souvent le thym pour assaisonner les aliments et des

boissons (Bazylko et Strzelecka, 2007) ; Il contribue dans le nettoyage et la cicatrisation
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des plaies, et lI'expulsion des gaz intestinaux (Hans, 2007). Il a également des effets
antiseptiques et spasmolytiques bronchique dont il est Indiqué pour traiter les infections
des voies respiratoires supérieures. Il montre également des propriétés vermicide et des
propriétés antivirales, antifongiques, anti-inflammatoires, et antibactériennes (Bazylko
et Strzelecka, 2007).

1.3. Plectranthus amboinicus
1.3.1. Lieu géographique et caracteristiques botanique

Plectranthus amboinicus (fig. 1, c) est une plante herbacée originaire d'Afrique
orientale, comme elle est cultivée dans les zones tropicales du monde (Beuze, 1973).
Cette plante herbacée présente des feuilles assez grandes charnues, a bordure festonnée
jusqu'a 7 cm de long, elle peut mesurer jusqu'a 1 m de haut lorsqu'elle pousse en pleine
terre. Leurs Fleurs sont en grappes de 10 a 30 cm ; présentent des calices tomenteux et
une levre supérieure oblongue. (Pernet, 1957).

1.3.2. Composition chimique et utilisation

L'huile essentielle de cette plante s'est avérée contenir environ 76 constituants
volatils. Ce dernier contenait une quantité abondante des deux principaux phénoliques
composes, a savoir le carvacrol et le thymol, qui sont appréciés du point de vue
pharmaceutique pour divers propriétés culinaires. Les feuilles de la menthe mexicaine
sont utilisees en pharmacopée traditionnelle depuis longtemps. Elle favorise la
digestion, soulage les affections respiratoires et permet de dormir. Aussi les feuilles
sont utilisées comme antiseptiques et anti inflammatoires (Boiteau, 2019).

1.4. Rosmarinus eriocalyx

1.4.1. Lieu géographique et caractéristiques botaniques

L’espéce Rosmarinus eriocalys (fig. 1, a) présente dans 1’ Afrique du Nord (nord-
est du Maroc a travers le nord de I'Algérie, la Tunisie jusqu'au nord-ouest de la Libye),
comme on peut le trouver également en I’Espagne (Bendeddouche et al., 2011). Le R.
eriocalyx pousse largement dans les zones montagneuses de l'est de I'Algérie
(Benbelaid et al., 2016 ; Arnold, 1997). Cette espéce de romarin est caractérisée par des
feuilles plus courtes (jusqu’a 1.5 cm de longueur) et des calices et pédoncules floraux
couverts de longs poils glandulaires. L’inflorescence et calice sont a pilosité double,
I’une courte, ’autre constituée par de longs poils dressés glanduleux au sommet avec

une Inflorescences longues a bractées amples cordiformes longues de 3-4 mm. Son
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temps de floraison est dans la période de Printemps (de février a mai), et souvent en
automne en septembre et octobre (Quezel et Santa, 1963).

1.4.2. Composition chimique et utilisation

Des études ont montré que 1’acide vanillique, I’acide caféique, et 1’acide p-
coumarique constituent les principaux acides phénoliques du romarin. (Ibanez et al.,
2000 ; Ramirez et al., 2004). Le romarin était souvent utilisé comme un reméde sous le
nom arabe Iklil el djebel (Arnold et al., 1997). Dans la médecine traditionnelle elle est
utilisées par voie orale pour soulager la colique rénale, les dysménorrhées et comme
antispasmodique (Heinrich et al., 2006). D’aprés Cheung et Tai (2007) ce genre a des
activités anti-inflammatoires, et ont trouvé aussi qu'il posséde des activités diurétiques,
anti-antioxydante, hépato protectrices (Lemonica et al., 1996).

1.5. Mentha piperita L.

1.5.1. Lieu géographique et caractéristique botanique

La majorité des menthes sont d'origines de I'Europe et de I'Asie. Elle est tres
aromatique, elle s'adapte a tous les climats hormis les plus extrémes et elle aime les
terrains frais, argileux et calcaires (Heyes et al., 2006). Elle est caractérisée par : des
tiges de 50 a 80 cm, dressées, se divisent en rameaux opposés. Ses feuilles mesurent de
4 a 10 cm de long, sa couleur verte. (Abadlia et Chebbou, 2014).

1.5.2. Composition chimique et utilisation
La composition chimique de ’huile essentielle extraite de Mentha piperita L. (fig. 1,
b) est tres complexe. D’aprés Chialva et al. (1993) plus de 200 constituants ont été
identifiés. Les principaux constituants des huiles essentiels sont : Le menthol
(monoterpénol), le menthone et d’autres composés sont minoritaires tels que la
menthofuranne : les monoterpenes, sesquiterpenes, les esters : les oxydes (cinéole).
(Abadlia et Chebbour, 2014). La menthe est riche en fer, vitamine C et en manganése
aussi en antioxydant. En thérapeutique est utilisée contre la fievre, la toux, les nausees,
les maux de I’estomac, elle présente également des propriétés de la stimulation du

systéme nerveux et analgésique (Abadalia et Chebbour, 2014).
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1.6. Anisomeles Malabarica
1.6.1. Lieu géographique et caractéristiques botanique

Anisomeles Malabarica (fig. 1, f) est d'origine asiatique se trouve dans I'Inde du
Sud, Sri Lanka et Australie (Aluri, 1992). Anisomeles malabarica fait partie des herbes
pérennes (vivaces). Elle pousse dans les lieux ouverts, a basse altitude (Aluri, 1992).
C’est une plante aromatique a forte densité de poils fins et courts, elle est persistante de
1.2 a 2 metres de hauteur. Ses feuilles sont simples, opposeées, tres épaisses, les fleurs
sont de couleur pourpre, denses a pics plus ou moins interrompus. Elle a des fruits
(noix) portant des graines ellipsoides et comprimeées. Sa floraison se fait durant toute

I’année, elle apporte ses fruits en mois de : Novembre-décembre (Joshi, 2000).

1.6.2. Composition chimique et utilisation

Les études phytochimiques d’A. malabarica ont montré la présence d'acide
anisomélique, d'anisomélolide, d'acide 2- acétoxymalabarique, d'anisomeéline,d'acétate
d'anisomélyle, d'acide bétulinique, de Rsitostérol, citral, acide gérainique, acide
malabarique, ovatodiolide et acide triterpenebetulinique (choudhary et al., 2001).

Malabar catmint a eté utilisée comme un médicament folklorique pour traiter I’amnésie,

I’anorexie,la fievre,rhumatisme (Chopra, 1956). Elle a aussi des propriétés
antiallergiques,antianaphylactiques,anti-bactériennes,anti-édémiques,anti

inflammatoire,antileucémique(Jeyachandran, 2007).
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2.1. Définition des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes
synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophe (Abderrazak
et Joel, 2007). lls interviennent la régulation des symbioses, la défense contre les
prédateurs et les pathogénes .Ces molécules constituent un groupe de produits naturels
qui sont explorés pour des propriétés tres divers : antioxydants, antimicrobiennes, anti-

inflammatoires. ( Harborne, 1998 ; Bruneton, 2009).

2.2. Classifications et fonctions des métabolites secondaires
Nous pouvons classer les métabolites secondaires en trois groupes (Bruneton,
2009) :

- Les composés phénoliques
- Les composes azotes (les alcaloides)
- Les terpenes.

2.2.1. Les composés phénoliques

Comme leur nom I’indique, les polyphénols se caractérisent par la présence d’au
moins un noyau benzénique portant au moins un groupement hydroxyle (cheynier,
2005), libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthylique, ester,
sucre...) (Bruneton, 2009).

Les principaux sous classes des composés phenoliques sont :

2.2.1.1. Les acides phénoliques
Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composé€s organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (fig. 2, a).
Ce sont des dérivés de ’acide hydroxy benzoigue (composés en C6-C1) tels que 1’acide
gallique ou l’acide cinnamique (composé en C6-C3) comme I’acide caféique
(Bruneton, 2009).

2.2.1.2. Les flavonoides
Ce sont des substances polyphénoliques (fig. 2, b) de faible poids moléculaire.
Ils ont en commun une structure chimique de base en C15 (C6-C3-C6) et possedent un
squelette carboné constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre
eux par une chaine en C3 en formant ainsi un hétérocycle (C). (Cook et Samman, 1996

; Heim et al., 2002). Ils protégent les plantes contre les radiations UV et sont impliqués
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dans les processus de la défense de la plante, Ces molécules agissent sur la régulation

de I’élongation des tiges et sur la maturité des fruits (Subramanian et al., 2007).

2.2.1.3. Les tanins

Ce sont des produits naturels polyphénoliques (fig. 2, ¢) qui peuvent précipiter
les protéines a partir de leur solution aqueuses (Silanikove et al., 2001). Leur structure
est formée par des unités répétitives monomeriques qui varient par leurs centres
asymétriques er leur degré d’oxydation (Ghestem et al., 2001). Nous distinguons
habituellement deux groupes de tanins différents par leur structure et par leur origine
biogénétiques, les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 2009). Le
role biologique des tanins est lié a sa propre protection contre les infections fongiques
et bactériennes, les insectes et les animaux herbivores (Khanbabaee et Ree, 2001). lls
sont utilises en pharmacie surtout comme protecteurs veineux dans le traitement des

varices et hémorroides (Paris et Hurabielle, 1981).

2.2.2. Les alcaloides

Ce sont les principaux métabolites secondaires azotés (fig. 2, d), la plus part ont
des propriéetes basique. Environ 12000 composés sont synthétises a partir des acides
aminés constitués d’un hétérocycle (Meyer et al., 2008). lls existent plusieurs types
d’alcaloides, certains ont de structures trés simples, d’autres de structures beaucoup
plus complexes (Mekkiou et benayache, 2005). Bien que beaucoup d’entre eux soient
toxiques, ils représentent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales
(Omulokoli et al., 2000) et jouent a faible doses, le rdle d’anesthésiques locaux

(cocaine), d’analgésiques (morphine), d’antibiotiques... (Bruneton, 2009).

2.2.3. Les terpenoides
Les terpenes sont des dérivés d’unité isopréniques IPP (iso-pentényl-
pyrophosphate) (Richard et al., 2010). Leur classification est basée sur le nombre de
répétitions de 1’unité de base isoprene (Maleeky et al., 2007).Dans la composition de la
plupart des huiles essentielles, les monoterpénoides et les sesquitérpénoides forment la

majeur partie (Calsamiglia et al., 2007 ; Benchaar et al., 2008).

Les terpenoides (fig. 2, €) sont responsables de la couleur et I’odeur des plantes
et des épices (Langenheim, 1994) et ont des propriétés biologiques et pharmacologiques
variées : cytostatiques, antiviraux, anti-inflammatoires, analgésiques, antibactériennes
et antifongiques (Eder et al., 2008 ; bruneton, 2009).
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Figure 2. Structures des métabolites secondaires sités (a : acides phénoliques
(Gonzalez et al., 1997) ; b : flavonoides (Gonzalez et al., 1997) ; ¢ : tanin
hydrolysable, et condense (Lochab et al., 2014) ; d : quelques exemples des alcaloides
hétérocycliques ; e : base de l'isopréne (Khenaka, 2011)).

2.3. L’inflammation

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des
stimuli nocifs telle qu’une infection (bactéries, virus ou parasites), immunologiques,
traumatismes physiques ou chimiques (intervention chirurgicale), et nécrose tissulaire
(Regnult, 1992). L’inflammation peut s’étendre au reste de 1’organisme via la
circulation sanguine. Elle peut alors conduire a des dommages tissulaires irréversibles
locaux ou generalisés, parfois dans les cas les plus graves pouvant causer le decés
(Nathan, 2002 ; Barton, 2008).

2.4. Les anti-inflammatoires
2.4.1. Anti-inflammatoire stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou les glucocorticoides c'est une vaste
famille de médicaments dérivés du cortisol qui est synthétisé par les glandes surrénales
(Baud et Gressens, 2009). Les glucocorticoides sont capables d’inhiber toutes les
phases de la réaction inflammatoire. Par leur action directe sur les vaisseaux, ils

diminuent les phénomenes vasculaires de I’inflammation (Muster, 2005).

2.4.2. Anti-inflammatoire non stéroidiens
Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes

thérapeutiques les plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-

inflammatoires et antalgiques. Cependant, leur utilisation thérapeutique a long cours
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est souvent associée a des effets indésirables tels que les ulcéres gastro-intestinaux et

I’insuffisance rénale (Ouédraogo et al., 2012).

2.4.3. Anti-inflammatoire d’origine végétale

Les plantes médicinales sont trés utilisées en médecine traditionnelle a travers le
monde pour le soulagement des maladies inflammatoires tels que I’arthrite rhumatoide,
I’asthme, la bronchite ’eczéma, ’arthrose, la goutte, la rhinite allergique, les ulceres,
inflammation gastriques et duodénaux (Setty et Sigal, 2005 ; Wiart, 2006). L’activité
anti-inflammatoire de ces plantes revient & leur contenue en métabolites secondaires
doués d’activités biologiques : polyphénols, stérols, alcaloides, saponines, coumarines,

terpénes et polysaccharides...etc (Meziti, 2009).

2.4.3.1. Effet des polyphénols sur I’'inflammation
» Effets des polyphénols

Plusieurs études démontrent que les polyphénols modulent 1’inflammation
intestinale par trois mécanismes anti-inflammatoires : en inhibant les enzymes pro
inflammatoires telles que la cyclooxygenase (COX-2), et en activant des récepteurs
activés par les proliférateurs de peroxysomes (Yoon et Baek, 2005) en inhibant les
cytokines/chemokines (Denis et al., 2013)et en activant les mécanismes épigénétiques
(méthylation de I’ ADN/histones et activité des sirtuines) (Scarpa et Stylianou, 2012 ;
Verma et al., 2004).

» Effet des flavonoides

De nombreuses études ont prouvé que les flavonoides déploient leurs activités
pharmacologiques, notamment anti-inflammatoires, par I’inhibition d’importantes
enzymes de régulation. En effet, certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la
production des prostaglandines, des molécules pro inflammatoires tres actives. Cet effet
serait dii a la réduction du métabolisme de I’acide arachidonique par I’inhibition de la
lipooxygénase, de la cyclooxygénase et de la phospholipase A2. (Manthey,
2000).Certaines kinases (PKC, la Pl3kinase et tyrosine kinases) impliquées dans la
réponse inflammatoire sont aussi affectées par les flavonoides (Middleton et al., 2000).
La présence de la double liaison C2=C3 dans le noyau des flavonoides semble étre

essentielle a leur activité anti-inflammatoire (Kim et al., 1998).
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3.1. Matériel
3.1.1. Préparation du matériel végétal

Les plantes utilisé dans cette étude le Thymus algeriensis et Lavandula antineae
qui ont servi a obtenir des extraits que nous allons utiliser dans notre étude activité anti

inflammatoire in vitro.

3.1.2. Récolte et identification
Le Thymus algeriensis a était récolté & Djemourah et la Lavandula antineae a
Choucha dans la commune d’El-Hadjeb aprés identification des deux plantes objet de

notre étude selon la description botanique spécifique a chacune d’elle.

Nous avons récolté ces deux plantes aprés les avoir arrachées chacune avec sa
partie aérienne (Racines ,tige ,feuilles ,fleurs) ; la récolte de Lavandula antineae a été
effectuée au mois d’octobre 2019 et celle de Thymus algeriensis au mois de mars 2020
par la suite et apres confirmation de cette identification par le botaniste Mr SAIFI du
Centre de recherche scientifique des zones arides C.R.S.T.R.A nous les avons placées
dans un endroit aéré et sec, a I’abri de la lumiére a une température ambiante ,apres

séchage nous les avons stocké jusqu’ leurs utilisation.

La plante Rosmarinus eriocalyx a était récoltée au début du printemps mois mars
2017 dans le massif Boutaleb, c’est la partie aérienne qui a été arraché, objet de I’étude
et D’identification a été fait dans le laboratoire national Institut de recherche

agronomique - Sétif — Algérie (Wafa et Sofiane, 2020).

Les feuilles de Plectranthus amboinicus sont récoltées au mois d’aott 2007 dans

la zone Erode district, Tamil, Nadu, Inde (Devi et Periyanayagam, 2010).

Ces feuilles sont identifiees par I'étude botanique de I'Inde a été dépose dans
I'herbier du département de la pharmacognosie, le Croix-Edoule de Pharmacie, Eroode,
Tamil Nadu.

La plante entiére d'Anisomeles malabarica R.Br. Ex Sims a été recueillie dans la
région du district de Dindigul au Tamil Nadu, Inde puis elle a été identifiée
botaniquement par Botanical Survey of India (BSI). Les feuilles et les fleurs
d'’Anisomeles malabarica R.Br ex Sims ont été lavés, séchés a l'air et a I'ombre puis

aprés un stockage de 2 semaines a température ambiante (Sheikh et al., 2016).
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La partie aérienne de menthe poivrée (Mentha piperita L.) a été collectée dans la
région de Cherchell (Tipaza, Algérie) (kehili et al., 2020).

3.2. Méthodes
3.2.1. Extraction

Les organes des plantes sélectionnées a étudier ont été broyés a I’aide d’un
Moulin électrique, pour obtenir une poudre végétale préte a 'utilisation.
3.2.1.1. Préparation des extraits hydro-alcooliques

a. Préparation de P’extrait hydroalcoolique de Thymus algeriensis et de
Lavandula antineae

Pour les deux espéces Thymus algeriensis et Lavandula antineae la méthode
d’extraction consiste a préparer des extraits hydro-alcooliques de chaque plantes selon
Falleh et al. (2008) par macération de 100 g de la poudre de matériel végétal de L.
antineae et T. algeriensis dans 600 ml et 800 ml successivement de mélange Ethanol-
Eau (70:30V/V) pendant 72 heures sous agitation a l'obscurité et a température
ambiante. Ensuite la récupération des extraits hydro-alcooliques est faite en utilisant le
papier filtre Wattman N° 4, puis une évaporation a lieu pour la récupération des filtrats
a l'aide d'un évaporateur rotatif a 40°C, on obtient donc les extraits bruts secs ont été
réduits en poudre par I’utilisation de 1’étuve , puis gardés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a
leur utilisation (fig. 4).

3.2.1.2. Préparation d’autres extraits
b. Extraits de T. algeriensis et de L. antineae

Les autres extraits des deux especes L. antineae et T. algeriensis, il s’agit de
I’extrait d’hexane et de chloroforme, d’acétate d’éthyle et de n-butanol sont obtenus par
le fractionnement de I’extrait aqueux est fait en utilisant d’une maniére successive les
quatre solvants organiques suivants : I’hexane, chloroforme, acétate d’éthyle et le n-
butanol pour en obtenir deux fractions, la fraction acétate d’éthyle et la fraction

butanolique.

La premiére étape du fractionnement consiste a ajouter a la phase aqueuse 600 ml
d’hexane dans I’ampoule a décanter, ce mélange est laissé se décanter apres avoir bien
agiter et dénazifier le contenu et cela dans ’intention d’une bonne décantation et
obtention de la phase organique; apres cela la phase aqueuse est récupérer pour achever

les autres opérations avec d’autres solvants .

La deuxiéme étape consiste d’ajouter 600 ml de chloroforme apres agitation et

dénazification on laisse se décanter le contenu, jusqu’ a I’obtention des deux phases.

13



Chapitre 3 Matériel et méthodes

La troisieme étape est effectuée par I’ajout de 600ml d’acétate d’éthyle a la phase
aqueuse, ce mélange est agité et dénazifié comme dans les étapes précédente et laisser

ensuite se décanter en vue d’obtenir la phase organique.

La quatriéme et derniére étape qui est I’achévement de fractionnement des
extraits des deux plantes consiste elle aussi d’ajouter 600ml de n-butanol a la phase
aqueuse pour avoir un mélange qu’on doit aussi agiter et dénazifier pour récupérer la

phase organique (fig. 3).
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Figure 3. Schéma du protocole de fractionnement de I’extrait hydroalcoolique de T.
algeriensis et L. antineae (Falleh et al., 2008 ).
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C. Préparation de I’extrait de P. amboinicus

Ce qui concerne la plante P. amboinicus la poudre obtenue est soumis a une
extraction avec I’eau distillée et de 1I’éthanol par I’extracteur soxhlet puis le solvant va
étre condensé par distillation ce qui différencie cette plante d’une autre et 1’extrait est
concentré au bain-marie jusqu’a 1’obtention d'un résidu sec et conservé dans un

dessiccateur (Devi et Periyanayagam, 2010) (fig. 4).

d. Préparation des extraits de R. eriocalyx

La méthode d’extraction méthanolique de la plante R. eriocalyx consiste tout
d’abord de macérée 10 g de la poudre de la plante avec 10 ml du méthanol 80% pendant
24, 48 |72 a température ambiante ,ensuite les extraits sont collectés, filtrés et évaporés
a sec sous vide, a la fin il vont étre stockés a -18°C (Lakic et al., 2010).

Concernant ’extrait aqueux de cette espece, il est obtenu en mettant sous
agitation 10 g de matériel végétal séché dans 100 ml d'eau distillée a 90 ° C pendant 15
minutes. Ensuite une filtration rapide est faite en utilisant quatre couche de gaz, suivie

par filtration délicate par le papier filtre Wattman N°1.

Une évaporation a sec sous vide de filtrat obtenu a eu lieu. La poudre est ensuite

stockée a température - 10 °C jusqu'a l'utilisation (Predrag et al., 2005) (fig. 4).

e. Préparation d’huile essentielle de M. piperita L.

L’extraction des huiles essentielle de la partie aérienne de la plante Mentha
piperita L a été faite par distillation a la vapeur d'alambic par la suite ces derniéres ont
été conservée dans des bouteilles en verre a +4 ° C jusqu'a leurs utilisations (kehili et
al., 2020) (fig. 4).

f. Préparation d’extraits de d'A. malabarica

Selon le protocole de Sheikh et al. (2016), ’extraction de 1’espeéce Anisomeles
malabarica consiste d’emballer 10 grammes de MS de cette plante dans le papier filtre
Whattman N°1, ensuite et par technique d’extraction soxhlet une extraction successive
a eu lieu par I'utilisation de 1’eau distillée et le solvant éthanol. Ensuite les extraits sont

évapores par évaporateur rotatif pour étre utilisés dans le test anti-hémolytique.

Et ce qui concerne les extraits de chloroforme, d’acétate d’éthyle et d’éther de
pétrole obtenus pour cette espece, I’extraction est effectuée par la facon précédente de
I’éthanol et ’eau distillée, ¢a veut dire 10 grammes de la poudre de cette plante a été

emballée dans le papier filtre Whattman N°1, puis les solvants chloroforme, acétate
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d’éthyle et I’éther de pétrole sont utilisés pour la réalisation de I’extraction successive
par ces solvants en utilisant le soxhlet. Ensuite les extraits sont évaporés par

I’évaporateur rotatif pour qu’ils soient ensuite utilisés dans le travail.

Pour cette espéce ils ont fait aussi une extraction des huiles essentielles de la
matiere végétale fraiche par la méthode hydro-distillation en utilisant un appareil
Clevenger, pour qu’ils sont aussi utilisées dans le test anti-hémolytique (Sheikh et al.,
2016) (fig. 4).
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Extraits hydroalcoolique
de T. algeriensis et L.
antineae

Y

Y

Extraits de : chloroforme, d’acétate
d’éthyle, éthanolique et aqueux

de ’espéce A. malabarica

Huile essentielle de M.
piperita L.

Extraits éthanolique et aqueux de

P. amboinicus

Fractionnement par
solvants a polarité
différente

Extraits méthanolique et aqueux
de R. eriocalyx

Fraction d’hexane et du chloroforme

Fraction d’acétate d’éthyle et de n-butanol

Es

Stockage jusqu’a I’utilisation

Figure 4. Schéma récapitulatif des protocoles d'extraction de chagque espece.

3.2.2. Expression du rendement d’extraction

Le rendement d'extrait éthanolique exprimé en pourcentage a été calculé a partir

au poids de la matiere végétale seche rendue en poudre, mais les deux autres extraits

(acétate d'éthyle et n-butanol) sont calculés par rapport de poids sec d'extrait

éthanolique.

R (%) = (ME / MP) x 100

R(%): Rendement en %.

ME: Masse de I’extrait sec (en g).

MP : Masse de la poudre végétale utilisée pour I’extraction (en g).
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3.2.3. In vitro, évaluation de ’activité anti-inflammatoire
3.2.3.1. Activité anti-dénaturante des protéines

Le principe de cette technique est basé sur la capacité de ces extraits a réduire la
dénaturation thermique de la BSA (Bouhlali et al., 2016).

La dénaturation des protéines tissulaires est bien connue comme étant I'une des
conséquences des maladies inflammatoires et arthritiques, aboutissant a la production

d’auto-antigénes (Williams et al., 2008).
» Mode opératoire

On a mélangé 1ml de chaque concentration des extraits des deux espéces T.
algeriensis et L. antineae (éthanolique, d'acétate d'éthyle, et de n-butanol) ou du
standard de différentes concentrations 400, 200, 100, 50,25 pg/ml, avec 1ml de BSA
0.2 % preparé dans le Tris HCL (pH 6.6) (voir annexe 4). Ensuite les tubes sont incubés
a 37C° pendant 15 min puis sont mis en place dans un bain marie a 72C° pendant 5
min. Apres le refroidissement de ces tubes la turbidité est mesurée a 660 nm dans un
spectrophotometre a cuve. Le standard utilisé est le diclofénac de sodium dans les

mémes conditions des extraits.

Le contrdle positif contient 1ml de BSA et 1ml de tampon Tris HCL (Kandikattu
et al., 2013) (fig. 5).
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1ml de chaque concentration de

i Incubation a 37 C° pendant
chaque extrait et du standard.

15 min.
I Mis en place dans un bain
‘ marie 4 72 C° pendant 15
min.
1ml de solution BSA 0.2% /

Refroidissement puis la lecture
spectrophotométrique a 660 nm.

Figure 5. Schéma du protocole de I'activité anti-dénaturante des protéines
(Kandikattu et al ., 2013) .

3.2.3.2. Activité anti-hemolytique

La stabilisation de la membrane des érythrocytes et donc la membrane des
lysosomes a cause de ses similitudes peut prevenir la décharge des composants
lysosomaux permettant d’éviter les dommages tissulaires donc 1’inflammation
antioxydant...etc. (Parvin et al., 2015). Le test qui suit apprécie 1’effet inhibiteur
d’hémolyse des globules rouges des différents extraits des plantes étudiées en estimant

le taux d’hémoglobine délivré.

a. Préparation de suspension érythrocytaire
Selon Gandidasan et al. (1991), le sang est préleve a partir des donneurs sains qui

n’avaient pas pris de NSAIDs pendant 2 semaines avant I’expérience.

Ensuite le sang recueilli a été mélangé avec un volume égal de solution d'Alsevre
stérilisée (voir annexe 6), (empéche la coagulation) (2% dextrose, 0.8% de citrate de
sodium, 0.05% d’acide citrique et 0.42% de chlorure de sodium dans I'eau) ou solution
EDTA. Cette solution est ensuite centrifugé a 2500 jusqu’a 3000 tours/10 min. Apres
la centrifugation, les cellules emballées sont séparées et les érythrocytes sont lavés avec
une solution isosaline (solution saline normale) (0.85%, pH 7.2), puis la préparation

d’une suspension erythrocytaire de 10% par la solution isosaline (fig. 6).
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Sang recueilli a partir des Solution d’ Alsevre stérilisée ou
donneurs sains EDTA

= O

Centrifugation a 3000 tour /min pendant 10 min

-

Lavage des érythrocytes par solution isosaline
(0.85 %, pH 7.2)

(e

C

Préparation d’une suspension érythrocytaire de 10% par la solution isosaline

Figure 6. Schéma récapitulatif du protocole de préparation de suspension
érythrocytaire (Gandidasaan et al., 1991).

b. Hémolyse induite par solution hypotonique

Le principe de cette méthode consiste a I’exposition des érythrocytes a une
solution hypotonique qui peut détruire la membrane de ces dernicres, qui s’accompagne
avec la libération d’hémoglobine avec les différents extraits des plantes étudiees afin

de déterminer la capacité de ces extraits de protéger les érythrocytes contre I’hémolyse
(Gandidasan et al., 1991 ; kehili et al., 2020).
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Dans des tubes a hémolyse: 1 ml de tampon phosphate (pH 7.4, 0.15m), 2 ml de
solution hyposaline (voir annexe 7) (Na Cl 0.36%) , et 0.5 ml des différents extraits ;
aqueux et méthanolique pour les deux especes P. amboinicus et R. eriocalyx et I’huile
essentiel de M. piperita L. avec des concentrations différentes (10, 50, 100, 250, 500
ug/ml) pour les deux premieres especes et de concentration (6-0.4mg /ml) pour la
troisieme espece, ces tubes sont mélangés, par la suite 0.5 ml de suspension
érythrocytaire 10% est rajouté.

Le standard est le diclofénac de sodium, et le contrdle contient 1’eau distillée au
lieu de solution hyposaline pour produire une hémolyse a 100%. Ensuite les tubes sont
incubés a 37°C pendant 30 min puis centrifugés a 2500 tours/min pendant 5 min.

Pour estimer la teneur en hémoglobine dans le surnagent une lecture d’absorbance

de surnagent est faite a 560 nm.
Le pourcentage d’hémolyse est calculé en supposant I’hémolyse produite dans la
présence d'eau distillée (le contrdle) a 100% (fig. 7).
Le pourcentage d'hémolyse de la membrane des erythrocytes est calculé comme
suit :
Hémolyse (%) = (DO Extrait / DO Controéle) x 100 ‘

Cependant, le pourcentage de la stabilisation de la membrane des GR est calculé

selon Seema et al. (2011) comme sulit :

Protection (%) = 100 - [(DO Echantillon / DO Contrédle) x 100] |
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1 ml de tampon phosphate 0.5 ml des différents extraits ou 2 ml solution
(pH 7.4,0.15 M) d’huile essentielle a différentes hypotonique (Na Cl
concentrations des plantes étudiées 0.36%)

—

0.5 ml de suspension
érythrocytaire 10% est
rajouté

Incubation a 37°C pendant 30 min.

l

Centrifugation a 2500 jusqu’a 3000 rpm pendant 5 min.

|

Lecture d’absorbance a 560 nm.

Figure 7. Schéma récapitulatif du protocole de test anti hémolytique induit par
hypotonicité.

c. Hémolyse induite par chaleur
Ce protocole est basé sur ’effet des différents extraits des plantes étudiées sur la
stabilisation de la membrane des globules rouges, aprés un passage a I’hémolyse par

I’utilisation de température élevée (Govindappa et al., 2011).

Dans tubes a hémolyse : 2 ml de suspension érythrocytaire (10%) et 2 ml de
chaque extrait de I’espece d'Anisomeles malabarica ; puis cette solution est chauffée a
56 C° pendant 30 minutes, ensuite elle a été refroidie a température ambiante. Par la
suite la solution obtenue est centrifugée 2500 rpm pendant 10 minutes. Par la suite la
teneur en hémoglobine dans le surnagent est estimée par lecture d’absorbance a 560
nm. Pour le contrdle négatif 2 ml de suspension érythrocytaire et 2 ml de solution saline

(0.7%). Le diclofénac est utilisé comme standard (contréle positif) (fig. 8).
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Le pourcentage d’inhibition de ’hémolyse a été calculé selon Shinde et al. (1999)
et Saket et coll (2010) comme suit :

Pourcentage de protection = [100 - (Abs du test - Abs de contréle / Abs du
standard) x 100]

2 ml de suspension érythrocytaire 2 ml de chaque extrait de
10% I’espece d'Anisomeles
malabarica

N

Chauffage de la solution a 56° C pendant 30 min.

|

Centrifugation a 2500 pendant 10 min.

3

Lecture d’absorbance a 560 nm.

Figure 8. Schéma récapitulatif du protocole du test anti hémolytique induit par stress
thermique.

3.2.4. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimeés sous forme de moyenne + écart-type et les données
étaient statistiquement analysé par ANOVA a un facteur et la comparaison multiple
Newman-Keuls a travers lesquels on peut déterminer s'il y a eu des significatifs avec le
critere de valeurs P < 0.05 en utilisant Graphpad prism 5 Demo Logiciel (kehili et al.,
2020).
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4.1. Le Rendement d’extraction

L'extraction hydroalcoolique de la poudre des deux plantes Lavandula antineae
et Thymus algeriensis qui est effectuée selon le protocole de Falleh et al. (2008) , que
ce soit la macération hydroalcoolique dans la premiere étape et qui nous donne de
I'extrait brut éthanolique ou le fractionnement de ce dernier dans la deuxiéme étape qui
nous donne les deux fractions d'acétate d'éthyle et de n-butanol et nous permet de
séparer les différents composants des deux plantes selon leur degré de solubilité a cause
de la polarité des différents solvants utilisés (Kholkhal, 2014).

Cette méthode d’extraction menée a température ambiante permet d’extraire le
maximum de composeés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues

aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.

Apres I'évaporation et le séchage de tous les extraits, nous avons les obtenus tous
sous forme de poudre, chacun de ces extraits caractérisé par sa couleur, son aspect et
son rendement. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 2.

Tableau 2. La couleur et l'aspect de chaque extrait des deux plantes.

Ethanolique Vert foncé Visqueux

Acétate d’éthyle Vert foncé Poudre
N-butanol Jaune Clair Poudre
Ethanolique Marron foncé Visqueux
Acétate d’éthyle Vert foncé Poudre
N-butanol Marron Claire Poudre
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Figure 9. Rendements des différents extraits des deux plantes L. antineae et T.
algeriensis

Selon les résultats obtenus et qui sont indiqués dans I'histogramme dans la figure
9. Nous trouvons que le rendement le plus élevé pour I’espéce de T. algeriensis est
I’extrait butanolique (16.32%), suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle (8.14%). Ceci est
également observé pour I’autre plante L. antineae ou I’extrait butanolique était aussi
supérieur (13.82%) a I’extrait d’acétate d’éthyle (10.98%).

Ainsi le rendement en extrait butanolique de 1’espéce T. algeriensis est elevé de
celui de ’espéce L. antineae. Par contre le rendement de I’extrait d’acétate d’éthyle de
L. antineae était supérieur par rapport a celui qui le correspond de I’autre plante T.

algeriensis.

Le rendement en extrait éthanolique de ’espéce L. antineae est inférieur (5%) par

rapport a I’autre extrait (éthanolique) de I’autre espéce T. algeriensis (11.64%).

D’apres la comparaison avec d’autres travaux nous constatons que le rendement
d’extrait éthanolique de I’espece T. algeriensis trouvé dans notre travail était supérieur
par rapport au rendement en extrait méthanolique de la méme plante trouvé dans les
résultats de Kholkhal (2013) et qui est égale a 9.25%. Nous avons fait le méme constat
pour le rendement en extrait méthanolique de I’espece Thymus vulgaris mentionné dans
le travail de Yakhlef (2010), et qui égale a 6.24%.
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Le rendement d'extrait éthanolique du L. antineae que nous avons trouvé dans
notre travail était inférieur au celui méthanolique trouve aux résultats de krimat et al.
(2014) qui égale a 15.1%, ceci est également observé pour I’extrait d’acétate d’éthyle
notre extrait était plus faible par rapport a leur extrait (53.70%), par contre le rendement
d’extrait butanolique obtenu dans notre travail était supérieur par rapport a celui qui le

correspond dans les résultats de Krimat et al. (2014) qui est 13.31%.

Ainsi pour le rendement en extrait éthanolique du L. antineae trouvé dans notre
travail été supérieur par rapport aux résultats de Bouharb et al. (2014), et qui a travaillé
par I'éthanol aussi sur les especes Lavandula stoechas et Lavandula multifida, qui sont
respectivement égale a 2.78% et 1.06 %.

Toutes ces variations et différences trouvées dans les valeurs des rendements
entre les extraits dues a différents facteurs qui sont : la méthode et les conditions
expérimentales dans lesquelles I’extraction a été effectuée, les solvants utilisés, et tout
ce qui concerne la plante que ce soit : le contenu en composés chimiques, 1’origine
géographique (climat et sol), la saison de la récolte, les conditions et la durée de
stockage et les parties de la plante utilisées dans 1’extraction.

4.2.Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro

4.2.1. Inhibition de la dénaturation proteique

Selon Rathisre et al. (2013), la méthode de la dénaturation protéique est la plus
convenable pour 1’évaluation in vitro de I’activité anti inflammatoire des extraits. Les
résultats de I’inhibition de la dénaturation du sérumalbumine, par nos trois types

d’extraits sont représentés dans les figures 10, 11 et le standard diclofénac.
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Figure 10. Pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA par les extraits de

plante de L. antineae (E. éthanolique, E. acétate d’éthyle, E. n-butanol, Dic).

Selon les résultats représentés dans la figure 10, on constate que ’effet anti
dénaturant des extraits : éthanolique, acétate d’éthyle, n-butanol de I’espéce L. antineae
est inversement proportionnel a la concentration.

Les pourcentages d’inhibition les plus élevé sont : 50.75% et 45.90% et 57.92 %
des extraits éthanolique, acétate d’éthyle, n-butanol respectivement est obtenu avec la

concentration la plus faible 25 pg/ml.

Tandis que avec le standard utilisé diclofénac, on remarque qu’il y a une relation
proportionnel avec la concentration, les pourcentages d’inhibition sont représentés dans
la figure 10 d’environ 52% a la concentration 25ug/ml et 64% a des concentrations

variant de 50 a 200 pg/ ml et un pourcentage maximal d’environ de
83 % a la concentration 400 pg/ ml.

Le pourcentage d’inhibition le plus élevé est obtenu avec la concentration la plus
faible 25 pg/ml. Ces résultats sont aussi retrouvés par Williams et al. (2008) sur
I’activité anti dénaturante des composés naturels isolés a partir des plantes qui montre
qu’il y a une relation inversement proportionnelle entre la concentration d’extraits et le

pourcentage d'inhibition qu’est plus important lorsque la concentration est faible.
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Figure 11. Pourcentage d'inhibition de la dénaturation par le BSA par les extraits de
T. algeriensis (E. éthanolique, E. acétate d’éthyle, E. n-butanol, Dic).

Concernant les résultats représentés dans la figure 11, on constate que I’effet anti
dénaturant des extraits : éthanolique, acétate d’éthyle, n-butanol de I’espéce T.
algeriensis est inversement proportionnel a la concentration.

Vu les résultats obtenus de I’histogramme, nous constatons que I’activité anti
dénaturante des extraits : éthanolique, acétate d’éthyle, n-butanol avec les
concentrations faibles ont un pourcentage de protection le plus élevée ceci s’explique

par le fait que ces extraits ont une activité d’inhibition de la dénaturation par le BSA.

Les pourcentages d’inhibition les plus élevés sont : 65.96% et 30.42% des extraits
¢thanolique, acétate d’éthyle respectivement sont obtenus avec la concentration la plus
faible 25 pg/ml mais le n-butanol est a 47.80 % avec la concentration de 100 pg/ml.
Tandis que avec le standard utilisé diclofénac on remarque qu’il y a une relation
proportionnel avec la concentration, les pourcentages d’inhibition sont représentés dans
la figure 11 d’environ 52% a la concentration 25ug/ml et 64% a des concentrations
variant de 50 a 200 pg/ ml et un pourcentage maximal d’environ de 83 % a la
concentration 400 pg/ ml. L’activité anti dénaturante des extraits pourrait étre due a
I’interaction de certains composants avec deux sites (présents au niveau de certaines
protéines exp : albumine) de liaisons riches en Tyrosine, Thréonine et Lysine (Williams

et al., 2002 in Duganath et al., 2010). Lu et ses collaborateurs (2008) ont rapportés que
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les composants des plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle, exercent
leurs effets pharmaceutiques grace a leur capacité de se lier aux protéines plasmatiques
(Lu et al., 2008 in Duganath et al., 2010).

4.2.2. Résultats de I’ Activité anti-hémolytique

Vu les similitudes existant entre la membrane érythrocytaire et la membrane
lysosomale, I’effet de I’extrait sur la stabilisation des hématies pourrait étre extrapolé a
la stabilisation de la membrane lysosomale. Cette stabilisation est importante pour
limiter la réponse inflammatoire en empéchant la libération des constituants
lysosomaux (Kumar et al., 2011).

4.2.2.1. Résultats de P’activité anti hémolytique induite par solution
hypotonique

Pour I’espéce P. amboinicus les résultats obtenus dans ce volet sont présentes
dans la figure 12 et expriment le pourcentage de protection vis-a-vis de I’hémolyse
induite par hypotonicité en fonction des concentrations en extrait. Nous notons une
relation proportionnelle entre la concentration en extrait et le pourcentage de protection
pour toutes les concentrations utilisées et pour les deux extraits éthanolique et aqueux

et le standard.

On remarque que I’effet protecteur maximal est enregistré a une concentration
de 500 pg/ml. L’extrait éthanolique montre une activité anti-hémolytique significative
qui égale 68.20%, en le comparant au standard qui est de valeur 77.11%. L'extrait
éthanolique de P. amboinicus a une activité anti hémolytique significative par rapport
a l'extrait aqueux de la méme plante, et qui égale a 60.60% a la méme concentration
500 pg/ml. Ces données indiquent donc un effet protecteur relativement important de

I’extrait vis-a-vis de ’hémolyse induite par les solutions hypotoniques.
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Figure 12. Histogramme illustrant I'effet de I'activité anti-inflammatoire in vitro

de P. amboinicus.

Les résultats coincident avec les résultats obtenus par Ramchoun et al. (2015) qui
a éte réalisée sur les différents extraits : polyphénols totaux et les flavonoides totaux de
la plantes Thymus satureioides. L activité anti-hémolytique a était induite par le AAPH
et cela nous a montré qu’il y a une relation proportionnelle entre la concentration en

extrait et le pourcentage de protection de I’hémolyse.

En les comparant avec les résultats obtenus de la plante P. amboinicus on trouve
que les extraits de polyphénols et flavonoides totaux de la plante Thymus satureioides
ont enregistré une protection contre 1’hémolyse avec un taux de protection plus
importante qui atteint 395.00+£26.86 % et 225.00+13.26% avec la concentration la plus

élevée 10 mg/ml.

Selon une étude par le profil HPLC des extraits riches en polyphénols de T.
satureioides il a été constaté que cette plante contient de I'acide rosmarinique qui est le
principal composé phénolique qui peut étre probablement impliqué dans les activités

pharmacologiques.

Concernant la deuxiéme espéce R. eriocalyx, nous observons que les extraits
méthanoliques et aqueux de cette espece présentent un pourcentage de protections
contre I’hémolyse significatif p<0.001. Ceci est confirmé par le pourcentage élevé

d’inhibition de I’hémolyse marqué pour les doses de 10 a 500 ug/ml, représenté dans
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la courbe de la figure 13, qui est entre 90% a 100%, et qui atteint son maximum
100% dans la plus faible concentration (Wafa et Sofiane, 2020).

Cependant le standard diclofénac montre un pourcentage de protection contre
I’hémolyse inférieur & celui des extraits testés et qui est environ de 90% a la
concentration la plus élevée de 500 pg/ml. Ce standard présente une élévation dans le
pourcentage d’inhibition de I’hémolyse avec la concentration, donc une relation

proportionnelle avec I’augmentation de la concentration.

< 100 — .
= -8~ Diclofenac Sodium
= -#- extrait methanolique
o 90 :
2 -+ extrait aqueux
L 80'
<=
v
g
s 704
S
P
3
a 60 T i § L} T 1

0 100 200 300 400 500

Concentration ( pg/mL)

Figure 13. Pourcentage d'inhibition de I'némolyse de I'extrait aqueux et

méthanolique de la plante R. eriocalyx.

Les résultats obtenus coincident avec les résultats d’autres travaux qui sont faites
sur d’autres genres de plantes. Ainsi, Cardia et al. (2018) ont montré dans leur test anti-
inflammatoire sur I’oreille de la souris en provoquant un cedéme auriculaire par I’huile
de croton, que le prétraitement par I’huile essentielle de Lavandula angustifolia a un
effet anti-inflammatoire important qui atteigne son maximum (59.60 %) a la
concentration la plus faible (0.25 mg/oreille), ceci est également confirmé par leur
évaluation de la production de NO dans les sections d’oreille aprés pénétration de
I’huile de croton, nous trouvons que le prétraitement par ’huile essentielle de L.
angustifolia a donné un taux d’effet anti-inflammatoire puissant qui varie de 80 a
80.30% a des concentrations de 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5 et 5.0 mg/oreille.

Pour la troisiéme espéce M. piperita L. et d’aprés les résultats obtenus et

mentionnés dans le tableau 3, nous observons une relation inversement proportionnelle
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entre la concentration d’huile essentielle de M. piperita L. et le diclofénac et le taux de
protection de la membrane des érythrocytes ou nous avons remarqué a la plus grande
concentration d’huile essentielle (6 mg/ml) un taux d’inhibition d’hémolyse le plus
faible qui égale a 35.38 + 4.86 %.

Cependant nous avons trouveé qu’un taux d’inhibition de I’hémolyse significatif
qui arrive a un pourcentage de 91.02 + 1.03 % a la concentration 3 mg/ml, ce taux de
protection contre I’hémolyse, continue d'augmenter a des faibles concentrations jusqu'a
ce qu'il atteigne le pourcentage le plus élevé qui égale a 92.25 + 0.20% a la
concentration 0.4 mg/ml. Ce qu’est comparable avec les résultats obtenus pour le
standard diclofénac qui a montré un taux d’inhibition d’hémolyse le plus élevé (92.91

+ 0.22%) a la plus faible concentration 0.003 mg/ml.

Tableau 3. Pourcentage de l'effet des huiles essentielles de M. Piperita L. sur la
protection de la membrane des érythrocytes contre I'hémolyse.

0.568 - a
6 0.367 35.38+4.86
3 0.051 91.02+1.03
1.5 0.044 92.25+0.50 4.64+2.21
0.8 0.041 92.78+0.10
0.4 0.044 92.25+0.20
30 0.460 19.01+12.70
3 0.411 27.55+3.35
0.3 0.045 92.16+0.41 1.19+0.73
0.03 0.041 92.69+0.22
0.003 0.040 92.91+0.22

Ces résultats se coincident a ceux trouvés par Li et al. (2017), nous observons que

leur extrait éthanoligue MPE de M. piperita L. a montré le plus fort effet anti-
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inflammatoire qui est évalué a partir de I’effet de MPE sur la production des médiateurs
pro-inflammatoires par les lignées cellulaires de macrophage murins RAW 264.7
traitées par les lipopolysaccharides LPS dans les faibles concentrations Sug/ml de

I’extrait.

Il a été démontré que I’incorporation des composés phénoliques notamment les
flavonoides dans la membrane des érythrocytes améliore la stabilité de ces derniéres
contre la lyse hypotonique. Cette propriété peut s’expliquer par I’augmentation du
rapport volume/ surface des cellules qui pourrait étre obtenu soit par I’expansion de la
membrane ou le rétrécissement de la cellule. De plus, la déformabilité et le volume
cellulaire des érythrocytes sont étroitement liés au contenu intracellulaire en calcium.
Par conséquent, nous pouvons penser que l'effet protecteur de 1’extrait serait dd a la
capacite de ce dernier a modifier I'afflux de calcium dans les érythrocytes (Chopade et
al., 2012).

Ces extraits inhibent la lyse de la membrane des érythrocytes qui est similaire a
la membrane des lysosomes, a cause de la présence des alcaloides, des polyphénols et
des composés comme les tanins qui entrent dans la stabilisation de la membrane
lysosomale par la formation des liaisons avec des cations divalents comme Ca+2 et
Mg+2. (Oyedapo et al., 2010 ; Chandra et al., 2012).

4.2.2.2. Résultats d’activité anti hémolytique induite par chaleur

D’aprés Gershfeld et Murayama (1988), les érythrocytes exposés a des
températures relativement élevées, se déforment progressivement pour devenir
sphériques. Ainsi la perturbation de leurs membranes diminue leur capacité de résister
a I’hémolyse. L’effet protecteur contre la lyse érythrocytaire induite par la chaleur peut
s’expliquer par I’interaction de 1’extrait avec les protéines membranaires inhibant ainsi

leur dénaturation (Lepock et al., 1989).

Concernant ’hémolyse induite par chaleur testée sur I’espéce Anisomeles
malabarica R.Br.Ex Sims, et d’aprés les résultats obtenus qui sont montrés dans le
tableau 4, nous observons que 1’extrait méthanolique a donné le taux le plus élevé de
protection contre I’hémolyse qui égale a 79.72% pour les feuilles et 94 .87% pour les
fleurs, et qui est supérieur méme au taux de standard qui égale a 78.09% pour les deux
parties feuilles et fleurs, suivi par I’extrait de chloroforme (70.51%) pour la partie

feuille ,ensuite de I’extrait d’acétate d’éthyle (64.33%) de la méme partie.

35



Chapitre 4 Résultats et discussion

La différence entre ces deux derniers extraits concerne la partie fleurs de la plante
dont I’extrait d’acétate d’éthyle est supéricur (89.63%) par rapport a I’extrait de
chloroforme qui égale & 75.52 %.

L’extrait aqueux a montré que le taux le plus faible de protection contre
I’hémolyse est égal a 40.33 % et 51.52 % pour les deux parties de la plante feuilles et

fleurs respectivement.

Tableau 4. Pourcentage d'hémolyse induite par chaleur pour les deux parties feuilles
et fleurs de I'espéce A. malabarica R. Br. Ex Sims.

Feuilles Fleurs

40.33 % 51.52 %
79.72 % 94.87 %
70.51 % 75.52 %
64.33 % 89.63 %

D’apres ces résultats on peut révéler que 1’extrait méthanolique de cette plante a
donné un taux de protection contre I’inflammation plus efficace et ¢élevé a celui de
dichlorométhane de salvia connivens qui égale a 60.55 + 1.8%. Cela est montré dans
les résultats du test anti-inflammatoire de DESC obtenus par Gonzalez-Chavez et al.

(2017), par provocation d’cedémes de 1’oreille de la souris par TPA.
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Conclusion

Le monde végétal reste toujours une source trés importante des principes actifs
dotés de diverses propriétés thérapeutiques, dont I'utilisation médicale des extraits
aromatiques des plantes ou huiles essentielle occupe une place de plus en plus

importante et cela pour leurs nombreuses proprietés médicinales.

L’objectif assigné de cette étude était ’estimation in vitro de D’activité anti-
inflammatoire des extraits de Thymus algeriensis et Lavandula antineae et d’autres
especes qui sont utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement de plusieurs

maladies.

Dans ce travail, nous avons tout d’abord abordé les différentes connaissances
bibliographiques sur six espéces lamiacées : Thymus algeriensis, Lavandula antineae,
Anisomeles malabarica, Rosmarinus eriocalyx, Plectranthus amboinicus, Mentha
piperita L. Par la suite nous allons procéder a des tests ; pour se faire les extraits de
Lavandula antineae et Thymus algeriensis ont e€té mis en évidence par 1’évaluation de
leur effet protecteur contre la dénaturation thermique de ’albumine et les autres quatre

plantes pour 1’évaluation de leurs effets protecteurs contre I’hémolyse.

Dans un premier temps, les deux premiéeres espéces étant pour I’inhibition de la
dénaturation thermique de ’ovalbumine qui a été estimée aux pourcentages d’inhibition
efficace les plus éleves des extraits de 57.92% butanolique et 65.96% éthanolique
obtenu avec la concentration la plus faible 25 pg/ml des plantes Thymus algeriensis et

Lavandula antineae respectivement.

Dans un second volet de notre étude, nous avons testé ’activité anti-hémolytique
des extraits de quatre especes : Anisomeles malabarica, Rosmarinus eriocalyx,
Plectranthus amboinicus, Mentha piperita L., avec le sang humain par deux méthodes
(I'hémolyse induite par solution hypotonique et par la chaleur) et cela a été relevé a
différentes concentrations en extraits. Cette étude a montré qu’il y a une relation
proportionnelle avec I’augmentation de la concentration d’extrait de plantes, et le
pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse pour les trois plantes : Anisomeles malabarica,

Rosmarinus eriocalyx, Plectranthus amboinicus.
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Pour ce qui est de la plante Mentha les résultats montrent que 1’extrait posséde un
effet protecteur inversement proportionnel vis-a-vis de I’hémolyse induite par un stress

hypotonique (92.25 £ 0.20%) a la concentration la plus faible 0.4mg/ml.

Cette constatation nous démontre que les différents extraits expriment une
inhibition efficace de la dénaturation thermique de 1’albumine et provoque un effet
stabilisateur de la membrane des globules rouges et pourrait avoir donc le méme
potentiel vis-a-vis de la membrane lysosomale dont le contenu est réputé pour étre
impliqué dans I’inflammation. A cet effet, ces résultats vont permettre d’ouvrir de

larges perspectives pour d’autres études :

e Détermination de molécules bioactives responsables de I’activité anti-

inflammatoire.

e FEvaluation de l’activité anti-inflammatoire in vivo des molécules bioactives

en étudiant la toxicité.

e Détermination de mécanisme des molécules bioactives et leur mode

d’action.

e Evaluation d’autres activités biologiques antibactériennes, antioxydantes

..etc.
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ANnnexes



Annexe 1 : L’extraction hydroalcoolique du matériel végétal

Figure 1. Protocole de préparation du matériel végétal (T. algériensis et L. antineae).

Annexe 2 : Fractionnement de I’extrait brut des deux plantes

Figure 2. Protocoles de fractionnement des deux extraits aqueux par les quatre
solvants organiques : Hexane, Chloroforme, Acétate d’éthyle, N- butanol.

Annexe 3 : Résultat de séchage des quatre fractions : fraction d’Hexane, de
Chloroforme, d’Acétate d’éthyle et de N-butanol



Figure 3. Grattage des quatre fractions obtenues aprés séchage par I'étuve

Annexe 4 : Préparation de tampon Tris-HCL a pH : 6.6

1.22 g de Tris-HCL dans 200 ml d’eau distillée + 0.6 g de Tris basique dans 100 ml d’eau
distillée.

Figure 4. Protocole de préparation de tampon Tris-HCL.



Annexe 5 : Test de I’activité anti-dénaturante des protéines.

Figure 5. Protocole du test anti-dénaturant

Annexe 6 : Préparation de solution d’Alsevre

2g dextrose, 0.8g citrate de sodium, 0.05g d'acide citrique et 0.42g chlorure de sodium

dissous dans I’eau distillée. Le volume finale est préparé jusqu’a 100 ml avec I’eau distillée.
Annexe 7 : Préparation de solution saline hypotonique

0.36g chlorure de sodium dissous dans 100 ml d’eau distillée.
Annexe 8 : Préparation de solution saline isotonique

0.85 g chlorure de sodium dissous dans 100 ml d’eau distillée.
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Résumé

Afin d’éviter les anti-inflammatoires synthétiques et de les remplacer par d’autres naturels plusieurs recherches ont été faits
dans ce cadre. L’objectif de ce mémoire s’appuie sur I’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire de différents extraits de plantes
Thymus algeriensis, Lavandula antineae, Anisomeles malabarica, Rosmarinus eriocalyx, Plectranthus amboinicus, Mentha pipierita
L., par des tests in vitro ; d’inhibition par 1’évaluation de leurs propriétés protectives contre la dénaturation thermique de I’albumine
BSA et contre ’hémolyse induite par solution hypotonique et une autre par la chaleur. Les calculs de rendement d’extraction de T.
algeriensis et L. antineae ont montré que : I’extrait butanolique de T. algeriensis présente le pourcentage le plus élevé par rapport a
tous les extraits des deux espéces. Cependant les résultats de I’activité anti-dénaturante des protéines de ces deux espéces révelent que
le taux le plus éleve était celui de la fraction aqueuse de T. algeriensis. En revanche, les résultats obtenus lors du test anti hémolytique
par hypotonicité et par chaleur des quatre autres espéces ont marqué que I’huile essentielle de I’espéce M. piperita L. a donné le plus
fort pourcentage dans le test anti hémolytique induit par hypotonicité, et un taux intéressant présenté par la fraction méthanolique de

la partie feuille de la plante A. malabarica concernant le test induit par chaleur.
Mots clés : Thymus algeriensis, Lavandula antineae, Anisomeles malabarica, Rosmarinus eriocalyx, Plectranthus

Amboinicus, Mentha pipierita L., activité anti-inflammatoire.

Abstract

In order to avoid synthetic anti-inflammatory drugs and to replace them by other natural ones, several researches have been
made in this context. The objective of this thesis is based on the evaluation of the anti-inflammatory activity of different plant extracts:
Thymus algeriensis, Lavandula antineae, Anisomeles malabarica, Rosmarinus eriocalyx, Plectranthus amboinicus, Mentha pipierita
L., by in vitro tests; inhibition by evaluating their protective properties against thermal denaturation of albumin BSA and against
hemolysis induced by hypotonic solution and another by heat. Calculations of the extraction yield of T. algeriensis and L. antineae
showed that the butanolic extract of T. algeriensis has the highest percentage compared to all the extracts of the two species. However,
the results of the anti-denaturing activity of the proteins of these two species revealed that the highest level was that of the aqueous
fraction of T. algeriensis. On the other hand, the results obtained in the anti-hemolytic test by hypotonicity and by heat of the four
other species showed that the essential oil of the M. piperita L. species gave the highest percentage in the anti-hemolytic test induced
by hypotonicity, and an interesting rate presented by the methanolic fraction of the leaf part of A. malabarica concerning the test

induced by heat.

Key words: Thymus algeriensis, Lavandula antineae, Anisomeles malabarica, Rosmarinus eriocalyx, Plectranthus

amboinicus, Mentha pipierita L., anti-inflammatory activity.




