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Résumé

Résumé

L’objectif de cette étude est de déterminer la composition chimique, les profils
toxicologiques, I’activité  antioxydants et anti-inflammatoire  des  extraits
hydromeéthanoliques et des huiles essentielles de Thymus algeriensis et de Salvia
verbenaca, largement utilisées dans la médecine traditionnelle Algérienne. L'extraction
hydrométhanolique a donné des rendements similaires pour les deux plantes. L'extrait de
Thymus algeriensis (TACE) a montré des quantités plus élevees des composés
phenoliques (303,8 £ 2,5 pg EAG / mg) avec l'acide rosmarinique comme composé
majeur dans les deux extraits. Thymus algeriensis a donné 1.7 % d'huiles essentielles qui
ont été caractérisé par leur richesse en monoterpénols, en particulier I'a-terpinéol et le
linalol. Les tests in vitro, TACE a montré les meilleurs effets contre DPPH", ABTS'",
H>0> et hémolyse oxydative avec ICso = 7,4 + 0,3 pg/mL, 206,6 + 3,0 pg/mL, 192,2 +
3,5 Mg/mL et 72,6 + 7,5 pg/mL, respectivement. Les résultats du test de B-carotene/acide
linoléique ont révelé que le TACE a inhibé le blanchiment du p-carotene a 90,3 + 2,5%.
En outre, il a eu un bon pouvoir réducteur (5.3 = 0.0 mmol FeSO4/mg) et une capacité
antioxydants totale (26,7 £ 3,5 ug EAA/mg). Tandis que l'extrait de Salvia verbenaca
(SVCE) a présenté une meilleure activité de chélation du fer (189.3 + 7.9 pg/mL). Les
huiles essentielles de Thymus algeriensis (TAHE) ont été efficaces contre H,O (500,4 +
20,4 pg/mL) avec une capacité antioxydants totale estimée a 313,9 + 2.6 ug EAA/mg.
Cependant, ils ont été moins efficace contre le DPPH", ’ABTS™, et ils ont eu une faible
capacité de chélation et de réduction par rapport aux extraits hydrométhanoliques. Dans
I'¢tude in vivo, aucun signe de toxicité n’a été observe au cours des études de toxicité
aigué et la DLso a été estimé a plus de 2000 mg/kg pc. Le traitement quotidien avec
TACE et SVCE a amélioré la capacité antioxydants du plasma et I'état redox hépatique en
augmentant les niveaux de catalase et de glutathion réduit et en diminuant la
peroxydation lipidique. De plus, la TACE et la SVCE, a une concentration de 400 ug /
mL., ont inhibé I'némolyse induite par I'nypotonie avec des pourcentages de 75 + 4 et 69 +
5%, respectivement, et I'némolyse induite par I'hyperthermie avec des pourcentages de 85
+ 1 et 78 + 2%, respectivement. TACE et SVCE ont réduit 1'eedéme auriculaire induit par
le xylene de prés de 50 % pour les deux extraits. Alors que les huiles essentielles ont
donné la meilleure inhibition de 'edéme de 1'oreille avec 57,5 + 7,5% a la méme dose
(600 mg / kg de poids corporel). En conclusion, on peut déduire que Thymus algeriensis
et Salvia verbenaca sont sans danger a la dose limite de 2000 mg / kg. Les extraits et
huiles essentielles testés ont eu de puissantes propriétés antioxydants et anti-
inflammatoire a la fois in vitro et in vivo en raison de leurs composés bioactifs, ce qui en
fait d'excellents candidats pour le développement de nouveaux médicaments ou dans le
cadre de formulations alimentaires pour le développement d'aliments fonctionnels.

Mots clés : Thymus algeriensis, Salvia verbenaca, antioxydants, anti-inflammatoire, toxicité,
acide rosmarinique, a-terpinéol.
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Abstract

The aim of this study is to determine the chemical composition, toxicological profiles,
antioxidant and anti-inflammatory activities of the hydromethanolic extracts and essential
oils of Thymus algeriensis and Salvia verbenaca, which are widely used in Algerian folk
medicine. The hydromethanolic extraction gave comparable yields for both plants.
Thymus algeriensis extract (TACE) contained higher amounts of phenolic compounds
(303.8 £ 2.5 pg GAE/mg) with rosmarinic acid as major compound in both extracts.
Thymus algeriensis yielded 1.7 % of essential oils that were characterized by their
richness with monoterpeneols especially a-terpineol and linalool. In vitro assays, TACE
showed the best effects against DPPH*, ABTS"", H,0O- and oxidative hemolysis with I1Csg
of 7.4 £ 0.3 pg/mL, 206.6 £ 3.0 pg/mL, 192.2 + 3.5 pg/mL and 72.6 = 7.5 pug/mL,
respectively. Result of B-carotene/linoleic acid assay revealed that TACE inhibited the p-
carotene bleaching with 90.3 + 2.5 %. Also, it had good reducing power (5.3 = 0.0 mmol
FeSO4/mg) and total antioxidant capacity (267.7 + 3.5 pg AAE/mg). Whereas, Salvia
verbenaca extract (SVCE) presented a better iron chelating activity (189.3 + 7.9 pug/mL).
The essential oils of Thymus algeriensis (TAHE) were effective against H.O, (500.4 +
20.4 pg / mL) with an estimated total antioxidant capacity of 313.9 + 2.6 ug EAA/mg.
However, it was less effective against DPPH’, ABTS™, and it had poor chelating and
reducing ability compared to hydromethanolic extracts. In vivo study, no signs of toxicity
were observed during acute toxicity studies and LDso was estimated to be higher than
2000 mg/kg bw. Daily treatment with TACE and SVCE improved the plasma antioxidant
capacity and the hepatic redox state by increasing the levels of catalase and reduced
glutathione and reducing lipid peroxidation. Moreover, both TACE and SVCE, at a
concentration of 400 pg / mL, inhibited hypotonic-induced hemolysis with percentages of
75 £ 4 and 69 + 5%, respectively, and hyperthermia-induced hemolysis with percentages
of 85 + 1. and 78 = 2%, respectively. TACE and SVCE reduced xylene-induced ear
edema by nearly 50% for both extracts. Whereas, essential oils gave the best inhibition in
ear edema with 57.5 + 7.5% at the same dose (600 mg/kg BW). In conclusion, it can be
deduced that Thymus algeriensis and Salvia verbenaca are safe at the limit dose of 2000
mg/Kg. The tested extracts and essential oils had potent antioxidant and anti-
inflammatory properties both in vitro and in vivo owing to their bioactive compounds,
which make them excellent candidates for the development of new drugs, or as part of
food formulations for the development of functional foods.

Keywords: Thymus algeriensis; Salvia verbenaca; antioxidant; anti-inflammatory; toxicity;
rosmarinic acid; a-terpineol
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Introduction

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans I'alimentation humaine
et une consommation élevée de ces composes est un biomarqueur d'une alimentation saine .
Les polyphénols et les huiles essentielles sont dotés d'un large éventail de bioactivites,
notamment des effets antioxydants, anti-inflammatoires, anticarcinogénes, antiviraux et
cardioprotecteurs. Les composes phénoliques et les huiles essentielles peuvent également
jouer un r6le critique en tant qu'agents antimicrobiens, une propriété qui a fait l'objet d'une
attention accrue en raison de leurs effets potentiel contre les bactéries résistantes aux
antibiotiques. Leur utilisation est également bien établie dans les industries alimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques. Grace a leurs multiples effets sur la santé, la demande sur
les composés d’origines végétales augmente et leur marché a atteint 1,28 milliard USD en
2018 avec un taux de croissance annuel composé de 7.2% de 2019 a 2025 (Grand View
Research, 2019). De ce fait, les aliments d'origine végétale suscitent un intérét croissant en
raison de leur innocuité et de leurs propriétés médicinales liés a la présence de composés

phénoligques et/ou des huiles essentielles.

Les plantes appartenant au genres Thymus et Salvia, sont largement utilisés pour leurs
propriétés thérapeutiques. Les bienfaits pour la santé de ces especes comprennent la
diminution des symptomes liés a la pharyngite aigué et a la maladie d'Alzheimer (Silva et al,
2020), amélioration du profil lipidique, des défenses antioxydants et des marqueurs
immunomodulateurs entre autres avantages (El-Boshy et al, 2019). Compte tenu de cela, les
espéces Thymus et Salvia ont toujours suscité I’intérét des industries alimentaires et
pharmaceutiques dans le but de développer de nouveaux médicaments a base de composés

naturels ou dans le cadre de formulations alimentaires pour le développement d'aliments
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fonctionnels. Les études menées sur plusieurs espéces Thymus et Salvia ont permis d'identifier
des composés qui pourraient expliquer leurs effets bénéfiques pour la santé (Silva et al,
2020). Cela comprend les tri terpénoides (T. persicus) (Mirjalili et al, 2015), les
diterpénoides (S. greggii) (Kawahara et al, 2004), les huiles essentielles de T.
marschallianus (Jia et al, 2010) et S. pilifera (Kaya et al, 2016) ou les composés phénoliques

de T. zygis (Afonso et al, 2018) et S. officinalis (Kolac et al, 2017).

Parmi les especes Thymus et Salvia, on trouve Thymus algeriensis et Salvia verbenaca.
Thymus algeriensis est largement utilisé a des fins culinaires et médicinales comme
antiseptique, antispasmodique, antibactérien, antifongique et anti-abortif. Elle est également
utilisée pour traiter les troubles infectieux tels que la dysenterie, le rhume et la diarrhée (Ziani
et al, 2019). Alors que S. verbenaca est consommée sous forme de salade et de Iégume
bouilli, et traditionnellement utilisé pour guérir les plaies et les ulcéres (Gonzéalez et al,
2010). La plupart des études sur T. algeriensis (Guesmi et al, 2017) et S. verbenaca (Belkhiri
et al, 2017) se concentrent sur leurs compositions chimiques et leurs activités in vitro. Malgré,
leurs utilisations extensive les données sur leurs toxicités et leurs effets anti-inflammatoires et
antioxydants in vivo restent rares. Dans ce contexte, s'inscrit I'objectif de notre travail qui vise
a fournir des données scientifiques sur le profile toxicologique, 1’activité anti-inflammatoires
des plantes T. algeriensis et S. verbenaca. Ce qui va permettre la valorisation des deux

espéces sur le plan pharmacologique.

Ce travail est divisé en deux grande parties: Une premiére partie dédiée & une
recherche bibliographique traitant les phénomeénes du stress oxydant et de 1’inflammation

ainsi que des géneralités sur les polyphénols et les plantes d’interets.

Une deuxieme partie est dédiée a 1’aspect experimentale de ce travail et dans la quelle 4

grands axes ont été élaborés :
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Une extraction et une étude phytochimique ont été réalisé sur les parties aeriennes de
T. algeriensis et S. verbenaca.

Une étude de I’activité antioxydants in vitro est réalisée.

Une détermination du profile toxicologique des extraits ainsi que leurs effets sur I'état
antioxydants du plasma et du foie.

En fin, une étude a été menée pour déterminer 1’activité anti-inflammatoire des extraits

en utilisant des méthodes ex-vivo et in-vivo.



Chapitre |

Rappels

Bibliographiques




Chapitre | Rappels bibliographiques

Chapitre I. Rappels bibliographiques
1. Stress oxydant et inflammation

L’inflammation et le stress oxydant sont deux phénomenes qui ont un role
physiologique dans ’organisme vivant et qui sont fortement liés. Un déséquilibre entre la
production d'especes réactives et leurs éliminations par les mécanismes de protection, peut
conduire a une inflammation chronique et vice versa. Ils peuvent endommager les cellules et
conduire a plusieurs pathologies telles que 1’athérosclérose, la carcinogenese et les maladies

neurodégeneératives (Chaterjee, 2016).

1.1. Stress oxydant
1.1.1. Radicaux libres et especes réactives

L’oxygene est indispensable aux organismes vivants et permet de produire de 1’énergie
par I’intermédiaire de chaines de transport d’électrons comme celle existant dans les
mitochondries des cellules. Pourtant, lorsque la régulation du métabolisme de 1’oxygéne est
perturbée (conditions de stress oxydant), il y a production excessive de ROS (Reactive
Oxygene Species) qui sont susceptibles de générer des dommages oxydatifs au niveau de
cibles moléculaires (lipides, protéines, acides nucléiques). Les RONS (Reactive Oxygene and
Nitrogene Species) désignent les dérivés réactifs radicalaires et non radicalaires de I'oxygene
et de l'azote. Ils sont classés en deux grandes catégories qui comprennent les radicaux libres et
les espéces non réactives (Tableau 1) (Phaniendra et al., 2015 ; Engwa, 2018). Les radicaux
libres sont des espéces chimiques (atome ou molécule) hautement réactives avec un ou
plusieurs électrons non appariés dans leurs couches externes (Phaniendra et al., 2015 ;
Ligouri et al., 2018). Cette caractéristique les rend instable et leur procure une grande
réactivité vis-a-vis des molécules environnantes. Un radical libre se stabilise au détriment de

la molécule voisine qui devient a son tour un radical libre et ainsi de suite (Engwa, 2018).
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Cependant, les especes non réactives ne sont pas vraiment des radicaux libres mais peuvent

conduire a des réactions radicalaires et générer d’autres especes réactives dans les organismes

vivants (Phaniendra et al., 2015 ; Ozcan & Ogun 2015 ; Jha et al., 2017).

Tableau 1 : Classification des espéces réactives et non-réactives (Engwa, 2018).

Espéces réactives Nom Symbole
Oxygene (bi-radical) Oy
Anion superoxyde 0,"
Radicaux libres lon hydroxyle OH
Le radical pyroxyle ROO"
Le radical alkoxyle RO’
L’oxide nitrique NO*
Peroxyde d’hydrogene H,0,
Peroxyde Organique ROOH
Een ) Acide hypochloreux HOCL
speces non-reactives A |qan
ydes HCOR
Ozone 0s
Oxygeéne Singlet 10,
Peroxynitrite ONOO

Les radicaux libres sont genérés par divers processus physiologiques dans les organismes

vivants et parmi lesquels, on trouve :

- L’anion superoxyde : Est un sous-produit de la chaine respiratoire mitochondriale qui
peut se former par un processus enzymatique (1) (NADPH, cytochrome C, oxydoréductase,
dihydrofolate déshydrogénase, aldéhyde oxydase et xanthine oxydase), une réaction d'auto
oxydation (2) (oxydation de I'neme) ou par des réactions non enzymatiques de transfert

d'électrons (3) (Halliwell, 2006 ; Lobo et al., 2010 ; Phaniendra et al., 2015 ; Ozcan &

Ogun, 2015).

202 via NADPH oxydase — 202"+ NADP* + H*...................... (1)
02 + Fe*?2 — Fe™ + 02" (auto-oxydation) ............ccoeeveuiineennnn, 2)
02+ € 500" oo 3)
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- Le peroxyde d’hydrogéne (H202) : Est la molécule la moins réactive parmi les ROS
et qui est stable a pH et a température physiologique, et aussi en 1’absence d'ions métalliques.
H20 est produit par dismutation d'O.", une réaction catalysée par I'enzyme superoxyde
dismutase (SOD) (4) ou par réduction directe d'O2. H202 est relativement inactif et capable de
diffuser facilement a travers les membranes phospholipidiques, mais sa dangerosité est en
réalité liée a sa conversion en radical hydroxyle (OH") toxique par interaction avec les métaux

de transition comme le fer ferreux (Weidinger & Kozlov, 2015 ; Phaniendra et al., 2015)

2027+ H20 (via SOD) — H202+ Oz..vviviiiiiiiiiiiiiee v 4)

- Le radical hydroxyle (OHe) : Est I’'un des ROS les plus réactifs qui se forme a partir
de I’anion superoxyde et H>O. via la réaction Haber Weiss (5) ou en présence d'ions
métalliques par la réaction de Fenton (6). In vivo, il a un demi vie trés court et peut fortement
réagir avec les molécules organiques (I'ADN, les proteines, les lipides et les glucides), causant
des dommages importants aux cellules plus que tout autre ROS (Weidinger et Kozlov, 2015 ;

Phaniendra et al., 2015).
02"+ H202—> OH + OHe + 02 v (5)
Fe*? (Cu*, Ti*®, Co*?)+H,0, — Fe*™® (Cu*?, Ti**, Co™) + OH+ OH" .......... (6)

- L’oxygene singulet (*O2) : C’est une espéce non radicalaire qui est produite in vivo
par l'activation des neutrophiles et des éosinophiles (Phaniendra et al., 2015). Il peut se
former par décomposition spontanée du trioxyde d'hydrogéne dans I'eau ou par la réaction de
H202 avec I'hypochlorite (7) (Ozcan & Ogun, 2015) ou par des enzymes tels que les
lipoxygénases, les dioxygénases et le lactopéroxydase (Phaniendra et al., 2015). L’oxygene
singulet peut oxyder directement les biomolécules (les protéines, I'ADN et les lipides) et il est

impliqué dans I'oxydation du cholestérol via la réaction de Dielse-Alder (Halliwell, 2006)

HOCI + H2O2 5 202+ H2O + Cl- oo @)
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- Les radicaux peroxyle et alcoxyle : Sont des antités lipidiques qui participent aux
réactions de la peroxydation lipidique (8). Ils sont produits en présence d'oxygene par addition
de doubles liaisons aux lipides (auto-oxydation) ou par abstraction dhydrogene par des
radicaux OH" sur une liaison C-H conduisant a un radical carboné qui réagit rapidement avec
O2 pour donner un radical peroxyle (LOO") (Lobo et al., 2010). Les ions métalliques peuvent
également provoquer l'oxydation des peroxydes pour produire des radicaux peroxyle et
alcoxyle (9) (Ozcan et Ogun, 2015).
LH + OH" — L" (initiation); L* + O — LOO" (propagation) ; LOO" + LH — LOOH
(IS 880 11T o) 1) P PSP (8)

LOOL + Fe*® — RO2 + Fe 24+ H' ..ot 9)

- L’Oxyde nitrique (NO°) : Est une molécule lipophile non chargée contenant un seul
électron non apparié. Elle est plus stable et diffusable que I'hydroxyle OH", capable de former
d'autres intermédiaires réactifs (Ozcan et Ogun, 2015). L’oxide nitrique est généré dans les
tissus biologiques par 1’oxyde nitrique synthase (NOS) qui catalyse la conversion de I'arginine
en citrulline et NO". Ce radical libre est soluble dans les milieux aqueux et lipidique et peut
diffuser a travers le cytoplasme et les membranes plasmatiques, mais a un court demi vie dans

I'environnement aqueux (Valko et al., 2007).

- Le Peroxynitrite : Est une une espéce non radicalaire, mais extrémement réactive qui peut
directement altérer de nombreuses molécules biologiques telles que I’ADN et provoquer
I’oxydation des lipides. La formation du peroxynitrite nécessite la présence de deux radicaux
libres O2 et NO® qui sont modérément toxiques individuellement, mais lorsqu'ils se
combinent immédiatement pour former une espéce non radicalaire existant
physiologiquement a 1’état d’anion (ONOQO") (10) (Valko et al., 2007 ; Lobo et al., 2010).
Sa grande diffusibilité a travers les membranes cellulaires, en fait un oxydant puissant

impliqué dans les dommages des tissus au niveau des sites d'inflammation, est aussi a

7
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I’origine de divers troubles neurodégéneratifs et plusieurs maladies rénales (Ozcan & Ogun,

2015).
NO™ + 027 — ONOO ™ ..o (10)

- L’hypochlorite : Dans les neutrophiles, le H2O, est converti par l'enzyme
myeéloperoxydase (MPO) en hypochlorite (HOCI) selon la réaction (11). Cette espece est

associee aux dommages intensifs des tissus hotes (Nimse & Pal, 2015).
CI'+H202 > HOCI+H20....cooiiiiiiieieceece e, (11)

Les radicaux O2", H20. et NO® sont de puissants agents oxydants qui participent a la
génération de radicaux libres trés réactifs. Le fait que les RONS primaires sont bien contrélés
par rapport aux RONS secondaires qui ne sont pas étroitement contrélés (Weidinger et
Kozlov, 2015), indique que les dommages cellulaires sont principalement liés aux RONS

secondaires tels que OH", ONOO" et HOCI (Lushchak, 2014 ; Weidinger & Kozlov, 2015).

1.1.2. Sources des radicaux libres
1.1.2.1. Sources exogenes

Certains composés organiques dans l'atmosphére peuvent réagir de maniére non
enzymatique avec lI'oxygene pour générer des radicaux libres. Une production exogéne peut
survenir en raison de I'exposition a des polluants environnementaux comme les métaux lourds
(Cd, Hg, Pb, Fe et As), certains médicaments (cyclosporine, tacrolimus, gentamycine et
bléomycine), et les solvants chimiques. La formation des radicaux libres est inévitable au
sein de I’organisme et peut étre exacerbé par les nombreuses agressions extérieures que le
corps subit. Le tabac, la pollution, les radiations, une nutrition trop riche en graisse, mais aussi
la prise d’alcool sont autant de facteurs qui favorisent la formation des radicaux libres

(Pizzino et al., 2017 ; Engwa, 2018 ; Sies, 2019).
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1.1.2.2. Sources endogénes

L’inflammation, 1'ischémie, l'infection, le cancer, 1'exercice excessif, le stress mental et
le vieillissement sont tous responsables de la production endogene des radicaux libres. Cela
comprend les réactions enzymatiques pour géneérer ces radicaux libres. Il s'agit notamment des
réactions impliquées dans la chaine respiratoire, le systeme cytochrome P450, les phagocytes,
les réactions impliquant le fer et d'autres métaux de transition, les peroxysomes et la xanthine

oxydase (Pizzino et al., 2017 ; Sies, 2019).

1.1.3. Rdles physiologiques des radicaux libres

A concentration modérée non cytotoxique, les radicaux libres peuvent intervenir dans
le contréle d’un certain nombre de fonctions cellulaires importantes. Ils sont impliqués
notamment dans I’adéquation de I’approvisionnement en oxygene ou encore dans la réponse
inflammatoire/immunitaire. Cependant, lorsque ces especes oxydantes sont produites de
maniére excessive, elles favorisent I'activation de l'autophagie, I'apoptose et la nécrose (He et
al., 2017).

Les radicaux libres sont largement impliqués dans la signalisation cellulaire pour
maintenir une homéostasie cellulaire et permettre la communication de la cellule avec le
milieu extérieur. Les RONS en particulier O>™ et H202 et le NO® sont les principales
molécules de signalisation, en dépit de la capacité a traverser la membrane cellulaire, leurs
réactions réversibles avec les cibles moléculaires sont moins néfastes par rapport aux RONS
secondaires (Weidinger & Kozlo, 2015). Ainsi, le radical NO" joue un rdle fondamental dans
la régulation de ’homéostasie vasculaire en induisant une vasodilatation endothéliale lorsqu’il
est produit (en faible quantite) par la NO-synthase (NOS) constitutive endothéliale (NOS-3),
alors qu’il devient un agent toxique lorsqu’il est produit en grande quantité par la NOS
inductible macrophagique (NOS-2). Le O2" et H20. jouent un role dans la physiologie

vasculaire normale en réponse a des facteurs tels que les contraintes mécaniques (Volk et al.,
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2007 ; Alfadda et Sallam, 2012). Les radicaux libres sont également impliqués dans les
systemes de défense immunologique (Alfadda & Sallam, 2012 ; Rahal et al., 2014 ; Pizzino
et al., 2017). Il a été montré qu'une grande quantité de ROS est produite par les cellules
immunitaires, plus particulierement les cellules phagocytaires. Ces cellules produisent du O2",
OHe et du H20. pour éliminer les microorganismes pathogénes et les cellules cancereuses.
Dans les neutrophiles activeés, le radical HOCI et le ONOO" sont nécessaires en raison de leurs

propriétés bactéricides (Pohanka, 2013 ; Jha et al., 2017).

Actuellement, les radicaux libres et leurs métabolites sont supposés avoir
d'importantes activités de modulation et une capacité de régulation dans les processus de
transduction du signal dans diverses voies (Rahal et al., 2014, Jha et al., 2017 ; He et al.,
2017). 1Is sont capables d’affecter les processus physiologiques vitaux tels que la régulation
du cycle cellulaire, la réponse aux dommages d'ADN, la régulation du métabolisme,

I’apoptose et 1'autophagie (dans les cas des taux physiologique).

1.1.4. Notion de Stress oxydant

Au cours de la respiration, les cellules réduisent I'oxygene en eau, mais une partie de
cet oxygéne échappe parfois au métabolisme cellulaire normal et produit en permanence des
radicaux libres a partir des diverses réactions chimiques dans I’organisme.
Une perturbation de I'équilibre oxydants/antioxydants due a une surproduction des RNOS
et/ou un déficit en antioxydants, est a I’origine du stress oxydant. Ces molécules instables en
exces peuvent causer des dommages cellulaires importants pouvant aller jusqu'a provoquer la
mort cellulaire par apoptose ou nécrose (Rahal et al., 2014 ; Sies, 2019). Il convient de
souligner que si les systemes antioxydants sont capables de baisser rapidement les niveaux
des RONS a des niveaux normaux, ce déséquilibre peut étre appelé « stress oxydant aigu »
(Lushchak, 2014). Dans certains cas, la cellule ne peut pas neutraliser I’excés des RONS, ce
qui mene a un etat de «stress oxydant chronique » induisant de graves dommages a

10



Chapitre | Rappels bibliographiques
I’organisme (Carocho et Ferreira, 2013 ; Lushchak, 2014). De plus, on parle d’un état
d’eustress lorsque 1’organisme est exposé a de faibles concentrations de RONS qui réagissent
avec des cibles spécifiques afin d’assurer un role physiologique comme la signalisation redox.
Par contre, I’état de distress est causé par 1’exposition de 1’organisme a des taux élevés de
RONS qui réagissent avec des cibles non spécifiques et sont responasbles de la perturbation

de la signalisation redox et/ou 1’altération des biomolécules (Sies, 2019).

1.1.5. Cibles moléculaires et pathologies des radicaux libres

a. Les protéines

Les protéines sont sensibles aux attaques des radicaux libres principalement par les
modifications oxydatives d’acides aminés spécifiques, le clivage des peptides et la formation
d'une réticulation protéique due a la réaction avec les produits de peroxydation lipidique
(figure 1). Ces dommages oxydatifs peuvent affecter I'activité des enzymes, des récepteurs et
le transport membranaire conduisant a l'altération du mécanisme de transduction du signal,
des activités enzymatiques, la stabilité thermique et de la sensibilité a la protéolyse (Lobo et

al., 2010 ; Carocho et Ferreira, 2013 ; Engwa, 2018).

b. Acide désoxyribonucléique (ADN)

L'ADN est tres vulnérable a I'attaque par les radicaux libres et subit donc différents
dommages oxydatifs. Les radicaux OH" et LOO" sont les espéces réactives les plus impliquées
dans I’altération de I’ADN car ils peuvent réagir avec tous ses composants (Carocho et
Ferreira, 2013 ; Engwa, 2018). Le radical OH" peut réagir avec le résidu 2'-désoxyribose
dans I'ADN en retirant un hydrogéne (H) de tous ses atomes de carbone en formant cing
radicaux centrés sur le carbone, le radical C4 ' C-centré. Ces radicaux subissent d'autres
réactions et produisent une variété de 2'-désoxyribose oxydants. L’OH" peut aussi réagir avec
les bases de I’ADN et principalement la guanine qui est le meilleur donneur d'électrons étant
donné qu’elle posséde le plus faible potentiel de réduction (1.29 V) (Moussa et al., 2019). Le

11
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Malondialdéhyde (MDA) qui est le produit final de la peroxydation lipidique est capable de
réagir directement avec la guanine dans I'ADN et peut conduire au cancer, en particulier le
cancer colorectal (Rasi¢ et al., 2018). Les altérations du matériel génétique, si elles ne sont
réparées, peuvent engendrer la mutagenése, la carcinogenese et le vieillissement (figure 1),
ainsi que certaines pathologies telles que I'athérosclérose et la maladie d'Alzheimer (Engwa,
2018). Le tabagisme, les polluants environnementaux et I'inflammation chronique sont des
sources de dommages oxydatifs de I'ADN qui pourraient contribuer au cancer dans les
cellules somatiques ou a des malformations dans les cellules germinales (Sharma et al., 2014

; Pizzino et al., 2017).

c. Les lipides

La peroxydation lipidique est 1’altération la plus courante des lipides (Figure 1). Les
acides gras polyinsaturés constituent une cible privilégiée par le OH< en raison de leurs
nombreuses doubles liaisons. lls peuvent étre dégradés par un mécanisme en chaine appelé
peroxydation lipidique qui comprend trois phases. La premiére est une phase d’initiation avec
formation d’un radical lipidique (L") (14) par I’intermédiaire d’un radical hydroxyle. Puis au
cours de la propagation, le radical lipidique réagit avec de 1’oxygéne pour former un radical
peroxyle (LOO") (15). Ce dernier réagit avec un autre acide gras en formant un
hydroperoxyde (LOOL) (16) et qui peuvent se dissocier pour donner d’autre especes
radicalaires et des aldéhydes tels que le MDA (17), un sous-produit de la peroxydation
lipidique et un bio marqueur du stress oxydant (Nimse & Pal, 2015 ; Moussa et al., 2019).
Ce mécanisme de dégradation des acides gras au sein de la membrane provoque la formation
d'hydroperoxydes instables qui induisent une diminution de la fluidit¢ membranaire et donc

une modification de différents récepteurs et de la transduction des signaux.

LH + OH = L+ H20. oo, (14)
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L'+ 02— LOO ..o (15)
LOO" + LH — LOOL+ L' (16)
LOOL — LO" + LOO" + aldehydes.............................. (17)

/ SH-oxydation (Cys) S-nitrosylation (Cys) \
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(Pro, Thr, Lys, Arg) (Tyr)
. . ' o | v y 1 , e
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Disulfure mixte Aldéhydes (adjonction de NO,) (NO d'adjonction) o
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} l ! 2
Dégradation des protéines « Dysfonctionnement des protéines
\ *  Dysfonctionnement des protéines * Modulation de la signalisation /
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o - \ .
* Peroxydation lipidique LDL oxydé Lipides nitrés (NO, adjonction) =
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' | } 5
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* Modifications de la membrane * Pro-inflammatoire - trans_port _de NO .
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Figure 1. Principales cibles moléculaires et conséquences biologiques du stress oxydant.
Cys : cystéine, Pro : proline, Thr : thréonine, Lys : lysine, Tyr : tyrosine, AGPI : acides gras
polyinsaturés, LDL : lipoprotéines de faible densité, PARP : poly (ADP-ribose) polymérase
(Lugrin et al., 2014).

Les radicaux libres joueraient un rdle important dans la pathogenese d’un certain
nombre de maladies cardiovasculaires (MCV) telles que I'athérosclérose, l'ischémie et
I'nypertension (Chatterjee et al., 2007). Le stress oxydant est également impliqué dans
plusieurs maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de
Parkinson, Huntington, la sclérose amyotrophique latérale et la sclérose en plagues. Dans la
maladie de Parkinson, les niveaux élevés de Fe*® médient la production de OH", entrainant des
Iésions aux neurones dopaminergiques (Phaniendra et al., 2013). La maladie d’Alzheimer

(MA) est caractérisée par I'accumulation du peptide Amyloide-b (Ab) qui peut se lier aux ions
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de métaux de transition et générer du H2O et le radical OH" toxique via la réaction de Fenton
conduisant a des dommages intensifs. La peroxydation lipidique chez les patients atteints de
la MA, peut induire la mort neuronale en altérant le fonctionnement des pompes ioniques (a la
fois Na* / K* - ATPase et Ca*2-ATPase), des transporteurs de glucose...ect (Phaniendra et
al., 2013 ; Di Meo et al., 2016). D’autres maladies comme le diabete, le cancer, et la
polyarthrite rhumatoide sont étroitement liées a la production exagérée des RONS

(Phaniendra et al., 2013).

1.1.6. Antioxydants

Dans des conditions normales, il existe un équilibre entre les taux de production des
radicaux libres et leurs taux d'élimination par les divers antioxydants. Les cellules possedent
donc différentes stratégies antioxydants afin de réguler les concentrations des radicaux libres
et maintenir 1’état redox en équilibre. Les antioxydants sont des molécules stables, a des
concentrations relativement faibles capables de neutraliser les radicaux libres et d’inhiber la
réaction d’auto-oxydation en chaine (Sharma, 2014 ; Tan et al., 2018). Les antioxydants

peuvent étre enzymatiques ou non enzymatiques.

1.1.6.1. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques comprennent la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la peroxyrédoxine, qui sont les principales
enzymes antioxydants, alors que la glutathion réductase (GRx) et d'autres enzymes sont des
enzymes antioxydants secondaires. Toutes ces enzymes sont ingénieusement congues pour

maintenir les concentrations des radicaux libres sous controle (Carocho & Ferreira, 2013).

La SOD est situées dans le cytosol et les mitochondries, elle convertit 'O en oxygene et
H202 en présence d'ions métalliques tels que le cuivre (Cu), le zinc (Zn) ou le manganese

(Mn) (figure 2) (Nimes et al., 2015 ; Engwa, 2018).
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La CAT se trouve dans les peroxysomes, est I'une des principales protéines présentes dans le
corps humain. Cette enzyme est capable de convertir 6 milliards de molécules H>O/seconde
en eau et en oxygene (Nimes et al., 2015), et sa surexpression rend les cellules plus
résistantes a la toxicité de H>O> et aux dommages d'origine oxydatifs (Adwas et al. 2019).

Le GPx se trouve a la fois dans le cytoplasme de presque toutes les cellules humaines ainsi
que dans 1’espace extracellulaire et convertit le H2O en eau (figure 2) (Nimes et al., 2015).
L'enzyme peroxyredoxine est une famille hautement conservée de peroxydases dépendantes
de la cystéine et qui réduisent le peroxyde d'hydrogene, les hydroperoxydes lipidiques et le
NOO" (Vazquez-Medina, 2017).

Enfin, la GR catalyse la réduction du glutathion oxydé (GSSG) en glutathion réduit
(GSH) (Figure 2). Cette enzyme permet a la cellule de maintenir des niveaux adéquats de
GSH cellulaire (Engwa, 2018). La GR appartient au systéeme de défense protégeant
I'organisme contre le stress oxydant et la carence en GR est caractérisée par une hémolyse due
a une sensibilité elevée des membranes érythrocytaires au radicaux H>O2 et une prévalence
accrue au stress oxydant qui joue un réle clé dans la pathogenese de nombreuses maladies

(figure 2) (Adwas et al., 2019).

1.1.6.2. Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques sont généralement des composés de faible poids
moléculaires capables de prévenir les dommages oxydatifs soit en interagissant directement
avec les RONS en les rendant stables, soit indirectement en chélatant les métaux de transitions
et empéchant de ce fait la propagation de la réaction Fenton (Engwa, 2018). Les antioxydants

non-enzymatiques peuvent étre endogénes ou exogenes (Carocho et Ferreira, 2013).
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a. Antioxydants non enzymatiques endogenes

- La vitamine A :

La vitamine A ou rétinol est un caroténoide produit dans le foie et résulte de la
dégradation du B-caroténe, son activité antioxydants est attribuée a sa capacité de se combiner
avec les radicaux peroxyle avant de se propager aux lipides (Carocho et Ferreira, 2013).
Elle a un role vital dans la protection des LDL humains contre I'oxydation stimulée par le

cuivre dans le cas des maladies cardiovasculaires (Nimes et al., 2015).

- Le glutathion réduit

Le glutathion réduit (GSH) est un tripeptide présent dans toutes les cellules végétales
et animales. C’est un antioxydants hydrosoluble présent a des concentrations cellulaires
élevées (1 a 10 mM) dans le noyau, les mitochondries et le cytoplasme. Le GSH prévient les
dommages cellulaires induits par les RONS, notamment les peroxydes et les métaux lourds. Il
peut détoxifier les oxydants et les électrophiles via des réactions enzymatiques avec ses
enzymes apparentées (GR et GPx) (Engwa, 2018), en plus de son implication dans les
métabolismes hormonaux (tels que les cestrogénes), la transduction du signal pour la
transcription et la regénération d’antioxydants oxydés comme la vitamine C et la vitamine E
(Figure 2) (Carocho & Ferreira, 2013 ; Moussa, 2019). Toute altération des niveaux de
glutathion réduit peut entrainer des effets néfastes sur la santé tels que la dérégulation de la
prolifération cellulaire, la transcription des enzymes de détoxication et I'apoptose (Tan et al.,

2018).

- L’acide urique
L'acide urique est un antioxydants hydrophile géneré lors du métabolisme des
nucléotides puriques. C’est un puissant donneur d'¢lectrons et un pié¢geur sélectif de ONOO",

et est un puissant piégeur d*O; singulet, de HO", de peroxydes lipidiques et HOCI. Il empéche
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également la lyse des erythrocytes causee par la peroxydation lipidique (Carocho et

Ferreira, 2013 ; Moussa, 2019).

b. Antioxydants non enzymatiques exogénes

Malgré son efficacité, le systéme antioxydants endogéne ne suffit pas en cas d’excés
de production des ROS, et I’organisme humain a besoin d’antioxydants non enzymatiques
exogenes qui sont apportés par I’alimentation. Ils agissent en piégeant les radicaux libres ou
en captant leurs électrons célibataires pour les transformer en molécules ou ions stables
(Nmise et al., 2015).

- LesvitaminesEetC

La vitamine E et la vitamine C sont des antioxydants liposoluble et hydrosoluble,
respectivement. La vitamine E existe sous huit formes différentes dont la plus active est I'a-
tocophérol qui est considéré comme un puissant antioxydant reconnu pour son effet protecteur
contre la peroxydation lipidique. Lors de la peroxydation lipidique, 'a-tocophérol est converti
en radical en cédant un hydrogéne labile a un radical lipide ou peroxyle qui est a son tour

réduit par la vit C en vitamine E (figure 2) (Ligouri et al., 2018; Tan et al., 2018).

- Les caroténoides
Les caroténoides sont des pigments organiques naturels qui sont produits par les
plantes et les algues. Ce sont les antioxydants liposolubles les plus abandants ayant la
capacité de piéger particulierement les LOO" et O, (Moussa et al., 2019). lls jouent un réle
crucial dans la protection des lipoprotéines et des membranes cellulaires contre la
peroxydation lipidique. Les seuls radicaux libres qui détruisent complétement ces pigments

sont les radicaux peroxyles (Carocho et Ferreira, 2013).
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- Les polyphénols

Les flavonoides et les acides phénoliques sont largement distribués dans les fruits et
legumes. Ce type d'antioxydants naturels renforcent les défenses des antioxydants endogenes
contre les RONS et rétablissent I'équilibre optimal en neutralisant les espéces réactives et
mettent ainsi fin a la réaction en chaine avant que la viabilité cellulaire ne soit affectée
(Hussain et al.,, 2016 ; Adwas et al., 2019). La structure chimique aromatique des
polyphénols permet une délocalisation électronique importante, en stabilisant les formes
radicalaires ou bien en chélalant les ions métaliques (Adwas et al., 2019). Ils protégent I'ADN
contre les dommages induits par les radicaux OH" et inhibent la peroxydation lipidique
résultant de l'attaque de différents radicaux libres (Nmise et al., 2015). L'acide férulique,
I'acide cafféique, l'acide p-coumarique et I'acide sinapique sont connus pour protéger les LDL

de I'oxydation et prévenir ainsi les maladies coronariennes et I'athérosclérose (Engwa, 2018).

o,
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Figure 2. Systeme de défense cellulaire enzymatique et non enzymatique. SOD (superoxyde
ismutase) ; CAT (Catalase) ; GPx (Glutathion peroxydase). GSH (Glutathion reduite) ; GSSG
(Bisulfure de glutathion) ; PPP (voie pentose phosphate); ROS (especes reactives au
I’oxygene) ; Vit C (Acide ascorbique) (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).
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1.2. Inflammation

L’inflammation est la premiére réponse des tissus face a une agression telle qu’une
infection, une bralure, une plaie...etc. C’est un processus bénéfique pour 1’0organisme
permettant la mise en place d’une réponse immunitaire rapide pour ¢liminer 1’agent en cause
et réparer les tissus lésés (Chen et al., 2018). Lors d'une réaction inflammatoire, le flux
sanguin augmente au niveau de la zone de lésion et une multitude de médiateurs chimiques est
produite (Ashly et al., 2012; Khanna et al., 2014; Minihane et al., 2015; Chen et al., 2018).
Les vaisseaux sanguins deviennent plus perméables, ce qui permet la migration de cellules du
sang vers les tissus. Ces altérations entrainent des signes comme la chaleur, les rougeurs,

I'enflure, la douleur et la perte de fonction de la zone touchée (Nadipelly, 2017).

1.2.1. Mécanismes d’inflammation
1.2.1.1. Récepteurs de reconnaissance

La premiére étape de la cascade inflammatoire implique la reconnaissance de
Iinfection ou des dommages des cellules hotes via des récepteurs transmembranaires
spécifiques, appelés récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) exprimés par
les cellules immunitaires et non immunitires (figure 2) (Chen et al., 2018). Les PRR sont
responsables de la détection des molécules ou motifs d’origine microbiens connus sous le
nom de (PAMP) comme les lipopolysaccharides (LPS), flagelline des bactéries gram-
négatives, acide lipotéichoique de bactéries gram-positives et ARN viral ; en plus d’autres
molécules externes comme les allergénes et d’autres polluants. Les PRR détectent également
les molécules dérivées de blessures internes appelées les motifs moléculaires associés aux
dégats ou aux dangers (DAMP) telles que les molécules intracellulaires (les protéines de choc
thermique, les protéines S-100, la proteine HMGB1 (High mobility group box 1), ’ATP et

I’ADN et les molécules extracellulaires (les peptide dérivé du collagéne, la fibronectine,
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I’acide hyaluronique... ect) (Ashley et al., 2012 ; Lugrin et al., 2014; Mihai et al., 2018;
Chen et al., 2018).

Il existe plusieurs familles de PRR transmembranaires tel que les Récepteurs de type
Toll (Toll-like receptors : TLR), les récepteurs de lectine de type C (CLR), les récepteurs du
gene inductible par l'acide rétinoique (RIG-I-like receptor RIG: RLR), les récepteurs
intracellulaires de type NOD (NOD-like receptors : NLR), et plus récemment, les récepteurs

HIN-200 (Afsal, 2011 ; Mihai et al., 2018).

1.2.1.2. Transduction de signal

Une fois la reconnaissance des ligands effectuée, les PRR , tel que les récepteurs TLR,
activent des voies de signalisation intracellulaires importantes comme celle des Mitogen-
activated protein kinases (MAPK), le facteur nucléaire kappa-B (NF-«B), la voie de protéines
Janus kinases (JAK), les transducteurs de signaux et activateurs de transcription STAT. La

voie la mieux caractérisé est celle du NF-xkB (Ashley et al., 2012 ; Chen et al., 2018).

Le NF-kB est un facteur de transcription primaire a action rapide et c’est le premier
facteur identifié avec une séquence de liaison spécifique a I’ADN, induit uniquement par un
stimulus approprié (Afsar, 2011). Pour cette raison, le NF-kB est parmi les premiers a
répondre aux stimuli cellulaires et exogénes, notamment les antigénes bactériens ou viraux, la
phyto-hémagglutinine, les cytokines, I'irradiation ultraviolette, les rayonnements ionisants, et
les LDL oxydés (Benedetti et al., 2017). Le stress oxydant ou le statut redox intracellulaire
est également impliqué dans l'activation de I’NF-xB en particulier le peroxyde d’hydrogéne
(Biswas, 2016). Le NF-«xB existe dans un état inactivé lié a une protéine inhibitrice IkB. Lors
de la transduction du signal, ce facteur est libéré d’ IkB et est transloqué vers le noyau, ou la
transcription est régulée par la liaison aux genes cibles (Figure 3) (Ashley et al., 2012 ;
Biswas, 2016). La transcription et la traduction des genes conduisent au troisieme stade de la

cascade inflammatoire caractérisé par I'expression des cytokines pro-inflammatoires telles que
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I'interleukine-1-béta (IL-1p), IL-6 et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a). Ces
derniers accelerent rapidement la progression de l'inflammation par la modification de la
perméabilité endothéliale vasculaire en induisant I’expression des molécules d'adhésion
ICAM et VCAM. lls facilitent aussi le recrutement des cellules effectrices qui contribuent a la

réponse inflammatoire (Afsar, 2011 ; Benedetti et al., 2017 ; Chen et al., 2018).

Les NLR intracellulaires répondent a I'augmentation des DAMP et activent I'inflammasome
(figure 3), celui-ci active a son tour la caspase-1 pour convertir les cytokines en formes
actives (IL-1p et IL-18), provoquant alors une inflammation aprés leur libération de la cellule

(Ashley et al., 2012).

Pathogen Non-Pathogen
mediated mediated
PAMPs, E DAMPs
DAMPs (UV radiation

ATP
Fatty acids
Uric acid)

(bacterial toxins) @

\ \.\ . // Inflammasome

"- .. (NLRP3, ASC
== and Caspase-1)

Inflammation

Figure 3. Déclanchement de I’inflammation et activation de I’inflammasome. DAMP (les
motifs moléculaires associes aux dégats ou aux dangers); PAMP (motifs d’origine
microbiennes connus sous le nom de) ; ROS (espéces réactives au 1’oxygéne) ; NLR (les
récepteurs intracellulaires de type NOD) (Chaterjee, 2016).
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1.2.1.3. Médiateurs inflammatoires

L'inflammation est médiée par de nombreux médiateurs inflammatoires qui jouent un
réle important dans la régulation de diverses réactions du processus inflammatoire. Les
médiateurs chimiques libérés comprennent : 1) les amines vasoactives telles que I'histamine et
la sérotonine. L’ histamine est libérée en petites quantités par les basophiles pour maintenir la
réponse en phase aigué pendant le processus inflammatoire et agit comme un élément
chimiotactique pour les neutrophiles, et régule la synthése des cytokines dans certains
processus d'inflammation tels que les allergies. 2) les peptides tels que la bradykinine peuvent
augmenter la synthése des prostaglandines et causer localement la douleur. 3) les eicosanoides
tels que les thromboxanes, les leucotriénes et les prostaglandines produite par la lipoxygénase
et la cyclooxygénase (métabolites des acides gras insaturés en C20 tels que l'acide
arachidonique résultant de la dégradation de la bicouche membranaire par la phospholipase
A2), jouent un role clé dans la réponse inflammatoire. Les prostaglandines peuvent favoriser
la perméabilité vasculaire et renforcer 1’effet des médiateurs inflammatoires tels que la kinine,
la sérotonine et I'histamine et ainsi contribuer a la rougeur. Les cytokines pro-inflammatoires
constituent une autre classe de médiateurs inflammatoires et ont des effets importants dans la
régulation du systéme immunitaire. Les cytokines telles que les interleukines ont un effet
puissant sur les cellules hépatiques et sont capable de les stimulés a produire une classe des
protéines nommeées les protéines de la phase aigué comme le composant C3 du complément,
la protéine C-réactive (CRP), I'haptoglobine, le fibrinogéne et la protéine de liaison au
mannose (MBP). La CRP et la MBP sont des protéines centrales au cours de la phase aigué
qui fonctionnent comme des opsonines pour aider les phagocytes a identifier les agents

pathogénes (Abdulkhaleq et al., 2018 ; Chen et al., 2018 ; Nunes, 2020).

Dans le site inflammatoire, les phagocytes sont la forme prédominante de leucocytes

destinés a nettoyer le site de la blessure, détruire les bactéries et les éléments étrangers, et
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éliminer les debrits cellulaires produits pendant la progression de la blessure. Les neutrophiles
sont la premiére classe des globules blancs impliqués dans l'inflammation en cas de
dommages locaux et faibles, circulant en quantité suffisante. Cependant, des neutrophiles
génerés par la moelle osseuse sont constamment sollicitées pour agir au niveau du site 1ésé en
tant qu'agents precoces dans le cas des dommages importants. Les monocytes sont également

présents dans la zone inflammée (Abdulkhaleq et al., 2018 ; Nunes, 2020).

1.2.1.4. Résolution de I'inflammation

La résolution de I'inflammation est une phase au cours de laquelle les agents nuisibles
qui ont déclenché la réponse inflammatoire sont éliminés. Ce qui conduit & la restauration de
I'noméostasie et la fonction des tissus. Les cytokines telles que 1’lIL-4, IL-10 et IL-12 en
faibles concentrations sont de puissants facteurs anti-inflammatoires qui régulent la réponse
inflammatoire aigué en stabilisant IkB qui bloque I'activation du facteur NF-«xB (Ward,
2010), inhibant ainsi la synthése des médiateurs pro-inflammatoires. Dans ce processus, tous
les médiateurs pro-inflammatoires sont efficacement antagonisés et catabolises, arrétant ainsi
le recrutement de PMN et la formation d'ecedémes (Fullerton et Gilroy, 2016). De plus, les
enzymes antioxydants telles que la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion
peroxydase neutralisent les radicaux libres (H20. et O2") générés au cours de la réponse
inflammatoire. Les prostaglandines et les leucotriénes sont remplacées par les lipoxines et les
résolvines qui ont des actions anti-inflammatoires trés puissantes, tandis que les kinines telles
que la bradykinine sont hydrolysées par les kininases (Ward, 2010). Les cellules
immunitaires sont éliminées des tissus et les leucocytes inflammatoires peuvent réintégrer la
circulation systémique. De nombreux PMN, des éosinophiles et des lymphocytes subissent
ensuite une apoptose ou une nécrose locale, ou bien sont éliminés par efférocytose. Au cours

de ce processus, les neutrophiles apoptotiques sont rapidement engloutis par les macrophages.
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Ensuite, les macrophages peuvent quitter le site d’inflammation, mais une petite population

peut subir une apoptose locale (Fullerton et Gilroy, 2016 ; Schett & Neurath, 2018).

1.2.2. Types d’inflammation
Il existe deux types différents d'inflammation : aigué et chronique, en fonction de la

durée de leur processus ainsi que divers facteurs immunitaires (figure 4).

1.2.2.1. Inflammation aigue

La réponse inflammatoire aigué est initiée dans les premiéres minutes qui suivent la
reconnaissance d'un signal de danger (presque immédiat) (Figure 4), et ce processus dure de
quelques minutes a quelques jours, puis diminue progressivement. Elle est caractérisée par les
quatre signes d'inflammation accompagnés d'une infiltration par des neutrophiles activées
(transmigration via les molécules d’adhésion : P-sélectine, E-sélectine et ICAM-1) (Ward,
2010 ; Yasutomo, 2016). Dans la plupart des cas, les changements survenus au cours de la
réponse inflammatoire aigué sont réversibles. Dans ce cas, il y remplacement des cellules
endommagées par une architecture qui ressemble au tissu d'origine non blessé (par exemple :
blessure au foie). Dans d'autres tissus comme le myocarde, les tissus détruits doivent étre
renouvelés rapidement. Etant donné que la capacité de régénération du myocarde est tres
limitée, cela peut mener a une rupture cardiaque et un remplissage de la cavité péricardique

par le sang (Ward, 2010).

1.2.2.2. Inflammation chronique

L'inflammation chronique dans les tissus se produit généralement lorsque les réponses
inflammatoires surviennent en l'absence d'un stimulus réel (figure 4). Cela peut arriver lors
d'infections par des agents microbiens reésistants aux défenses de I'h6te, ou bien des
expositions continues a certains agents physiques ou chimiques (ward, 2010 ; Arulselvan et

al., 2016). Une inflammation aigué récurrente ou bien lorsque la reésolution de I'inflammation
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aigue échoue pour une raison guelconque, I'inflammation aigué persiste et se transforme en
stade chronique (Fullerton et Gilroy, 2016 ; Antonelli et Kushner, 2020). Le debut de
I'inflammation chronique est souvent caractérisé par le remplacement des neutrophiles par des
macrophages, des plasmocytes et des lymphocytes (transmigration en interagissant avec
VCAM) (Ward, 2010), donc par I'engagement de réponses immunitaires innées et acquises.
Ce phénoméne n’est pas accompagné par les signes classiques de l'inflammation et se
manifeste par une réponse protéique de la phase aigué avec des niveaux presque normaux de
CRP (Ashly et al., 2012 ; Antonelli & Kushner, 2020). L’inflammation chronique est
caractérisée par une réaction prolongée avec des régions fibreuses globales ou dispersées,
durant des mois et des années (ward, 2010 ; Yasutomo, 2016). Les principaux dommages
causés a I'néte sont médiés par la réponse inflammatoire elle-méme et non pas par les
envahisseurs étrangers tels que les agents pathogénes. De ce fait, elle est impliquée dans
plusieurs maladies telles que la maladie du greffon contre I'ndte (Graft versus Host disease ;
GVHD), l'asthme allergique, la polyarthrite rhumatoide, le lupus érythémateux, les troubles
neuro-inflammatoires (jouent un rdle majeur dans le développement de la maladie
d'Alzheimer), la sclérose en plaques, l'uvéite, la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse.
L’inflammation chronique peut aussi prédisposer au cancer dans environ 20% des cas chez
I'nomme (Arulselvan et al., 2016 ; Hussain et al., 2016 ; Neurath, 2019), comme c’est le cas
de I'inflammation pancréatique qui peut jouer un réle clé dans le développement précoce de la

malignité pancréatique (Sesti et al., 2012).
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Figure 4. Classification de I'inflammation par durée et fonctions immunitaires.
A : Inflammaton aigue; B : type d’inflammation (Arulselvan et al., 2016).

1.2.3. Interrelation inflammation-Stress oxydant

L’inflammation et le stress oxydant sont des processus physiopathologiques
indépendants et étroitement liés (figure 5). Les facteurs qui provoquent I'inflammation et son
amplification conduisent au stress oxydant, et vice versa (Chatterjee, 2016). lls contribuent
tous les deux a de nombreuses maladies chroniques comme les complications du diabete, les
maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, les maladies hépatiques et rénales
chroniques (Biswas et al., 2016).

Les ROS tels que H202 sont capables d'induire I’inflammation en activant la voie
inflammatoire du NF-xB qui méne a l'expression de plusieurs génes codant des protéines
inflammatoires (Chatterjee, 2016 ; Biswas et al., 2016 ; San et al., 2018). Les RONS
peuvent également activer d'autres cellules inflammatoires conduisant a une production
accrue des radicaux libres tels que le NOO" responsable de la nécrose cellulaire et associé a la
libération de grandes quantités de HMGB1. La molécule HMGB1 est une molécule DAMP
qui déclenche l'inflammation par interaction avec TLR (Lugrin et al., 2014). Les oxydants
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dérivés du MPO comme [’hypochlorite sont également indirectement impliqués dans
I'exacerbation de I'inflammation et des Iésions pulmonaires chez les patients atteints de fibrose
kystique. L'ADN mitochondrial oxydé par les radicaux libres peut aussi activer le complexe
NLRP3 qui constitue I’inflammasome, conduisant a la sécrétion d'IL-1B et une inflammation

localisée (Lugrin et al., 2014 ; Biswas et al., 2016).

La génération exagérée d'especes réactives au cours de la réponse inflammatoire et
leur diffusion hors des cellules phagocytaires, peuvent également induire des lésions
tissulaires dans le site inflammatoire. Ainsi, les cellules non phagocytaires peuvent aussi
produire des espéces réactives en réponse a des cytokines pro-inflammatoires telles que
I’interleukine IL-6 dans le cas de cancer du poumon. Cette interleukine provoque une
expression accrue de la NADPH oxydase 4 (NOX4) qui provoque une surproduction des ROS
(Biswas et al., 2016). De plus, I’angiotensine II et le TNF-o (facteurs pro-inflammatoire)
peuvent aussi activer le NADPH oxydase et une surproduction des ROS. Ce qui augmente le
stress oxydant, entrainant une réponse inflammatoire qui propage davantage cette état

oxydatif et vice versa (San et al., 2018).
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Figure 5. Interaction entre les ROS, le stress oxydant, I’inflammation et la physiologie/la
pathologie cellulaire (Chaterjee, 2016).

2. Composes phénoliques et huiles essentielles

Les études sur les métabolites secondaires des plantes ont connu un regain d’intérét au
cours de ces dernieres années, en raison de leurs effets bénéfiques sur la santé humaine
(Rasouli et al., 2017). Ils ont un rdle essentiel dans l'adaptation des plantes a leur
environnement et sont également une source importante de composeés bioactifs ayant fourni la
base scientifique de 1’usage des plantes a des fins médicales, qui est une pratique ancestrale
retrouvée dans toutes les civilisations a travers le monde (Hussein & El- Anssary, 2018).

Les métabolites secondaires sont subdivisés selon leurs structures chimiques en plusieurs

classes notamment les polyphénols, les terpénes, les alcaloides et les huiles essentielles.

2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols regroupent un vaste ensemble de

substances chimiques comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes
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hydroxyles. Ces molécules sont les plus abondantes chez les végétaux, notamment dans les
fruits et les légumes, les graines, les fleurs et les écorces des arbres (Cutrim & cortez, 2018).
Ces composés jouent un réle majeur dans l'attraction des pollinisateurs, la protection des
plantes contre les rayons ultraviolets, les herbivores et les invasions microbiennes (Yahfoufi
et al., 2018). Cette famille de composeés est tres diversifiée et comprend plusieurs groupes,
classés en fonction de leurs structures chimiques en flavonoides et non-flavonoides. Les non-
flavonoides comprennent les acides phénoliques, les stilbenes, les lignanes et d'autres

polyphénols (Moga et al., 2016 ; Tan et al., 2018).

2.1.1. Polyphénols non flavonoides
2.1.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont représentés par deux sous-classes : les dérivés de 1’acide
hydroxycinnamique (C1-C6) et les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique (C3-C6) (figure 6).
Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique (e. g : acide gallique et ellagique) sont trés rare dans
I'alimentation humaine comparé aux dérivés de l'acide hydroxycinnamique (e. g : acide
coumarique, caféique, férulique et sinapique). Certains acides phénoliques se trouvent sous
forme libre dans les légumes et les fruits, et sous forme liée dans les fibres et les graines

(Taso, 2010 ; Abbas et al., 2017).

2.1.1.2. Autres composés non flavonoides

En plus des acides phénoliques, il existe d’autres composés phénoliques non-
flavonoides importants pour la santé humaine et parmi lesquels :
Les stilbénes qui ont une structure en C6-C2-C6 et sont des phytoalexines produites par les
plantes en réponse aux blessures et infections (figure 6). Ils sont présents dans I'alimentation
humaine en faibles quantités comme le resvératrol, un composé abondant dans les raisins et le

vin rouge (Moga et al., 2016 ; Mrduljas et al., 2017).
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Les lignines sont les principaux composants du bois, composés des dimeres formes
essentiellement par la condensation d’unités de phénylpropanes (C6-C3) conduisant a de
nombreuses structures chimiques déférentes présentes sous forme de glycosides (figure 6)
(Mrdulja$ et al, 2017 ; Hussein & El-Anssary, 2018). La plus grande quantité de ces
composés se trouve dans les graines de lin, et d'autres sources comme les céréales et certains
Iégumes.

Les tanins regroupent des composés polyphénoliques caractérises par leurs
propriétés de combinaison aux protéines. Les tanins sont utilisés par I’homme depuis
I’antiquité pour le tannage des peaux d’animaux en cuir. On distingue 2 groupes de tannins
différents par leurs structures : les tanins hydrolysables et les tanins condensés. Les tanins
hydrolysables sont des polyesters de glucose de I'acide ellagique ou gallique. Ces substances
sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase) et possedent des
propriétés anti-nutritionnelles (Taso, 2010). A la différence, les tanins non hydrolysables sont
des dimeres, des oligomeres ou des polymeres de flavonoides, spécifiquement des flavan-3-

ols (catéchol ou épicatéchol) et/ou de flavan-3,4-diols (proanthocyanidols).

2.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont le groupe le plus abondant des composés phénoliques, possédant
des structures chimiques variées et considérés comme des pigments quasi universels des
végétaux, localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. lls
présentent le méme squelette de base C6-C3-C6 (systeme cinnamoyle), formé de deux cycles
aromatiques (A et B) reliés par un pont a trois atomes de carbone (cycle C) (figure 6).
Généralement, le noyau B est lié a la position 2 du noyau C, mais certains d'entre eux sont
attachés aux positions 3 ou 4. Il existe plusieurs groupes de flavonoides dont les principaux
sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les

anthocyanidines. Ces composes se distinguent par le nombre, la position et la nature des
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substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques
A et B et la chaine en C3 intermédiaire. Majoritairement, ces composés sont des pigments
hydrosolubles existant sous forme d’hétérosides portant un ou plusieurs résidus osidiques liés

en position C3, ou lipophiles (aglycones) (Taso, 2010 ; Moga et al., 2016 ; Abbas et al.,

2017 ; Tan et al., 2018).

Acides benzoiques —— Flavonols
e.g: acide gallique e.g: Quercetine
Acides
phénoliques )
Acides hydro-
. . Flavones
oH cinamiques s Rufin
R = o e.g. acide caffique £
Q!
p!
— flavonoides Flavanones
e.g: Naringin
Polyphénols Flavanols
e.g. Catéchine
C
Isoflavones
| Stilbénes e g resvératrol 2 G
O CHa Anthocyanidines
e.g: cyanidin
CHs O
Lignanes — e.gPinoresinol
Chalcones
e.g. Phlorctin

Figure 6. Classification et structure de base des composés phénoliques
(Carocho et Ferreira, 2013).
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2.1.3. Properités des composés phénoliques

L’activité antioxydants est la principale activité des polyphénols et peut étre exercéee
par plusieurs mécanismes tels que la neutralisation directe des radicaux libres, la chélation des
métaux de transition impliqués dans leur génération et par la surexpression des eléments du
systeme de défense antioxydants (SOD, CAT, GSH). Certains polyphénols comme la
quercétine peuvent méme supprimer la formation des ROS par inhibition des enzymes qui les
génerent comme la NOS et la xanthine oxydase (XO) (Hussain et al., 2016 ; Adwas et al.,
2019). En supprimant le stress oxydant, les composés phénoliques jouent un role important
dans la prévention de nombreuses maladies chroniques comme I'athérosclérose, le cancer, la
polyarthrite rhumatoide, le syndrome de fatigue chronique et les maladies neurodégénératives
telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la maladie de Huntington
(Liguori et al., 2018). Les polyphénols possédent également des propriétés anti-
inflammatoires qui s’expriment par I’inhibition de la voie NF-kB, des médiateurs pro-
inflammatoires et des enzymes pro-inflammatoire comme le MPO (Asakura & Kitahora,
2018). Ce qui leurs donnent la capacité de combattre plusieurs maladies inflammatoires
comme la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn. L’activation du facteur de transcription
Nuclear factor (erythroid-derived 2) -like 2(Nrf2) par les polyphénols joue un réle clé dans la
protection cellulaire contre le stress oxydant et I'inflammation (Hussain et al, 2016). Une
alimentation riche en polyphénols (thé, légumes, fruits et cacao) peut prévenir les maladies
cardiovasculaires, retarder l'apparition de la maladie d'Alzheimer et réduire également les
occurrences de la maladie de Parkinson et du vieillissement (hussain et al., 2016). La
consommation des fruits et légumes riches en polyphénols peut aussi prévenir le

développement du cancer, en particulier dans le tractus gastro-intestinal (cancer du célon).
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2.2. Huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont des métabolites secondaires, connue par leurs
diversites, propriétés biologiques et usages en thérapeutique. Elles sont obtenues a partir de
feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de
fruits. Dans la plupart des cas, la teneur totale en huiles essentielles est tres faible et dépasse
rarement les 1%. Ce sont des substances hydrophobes, solubles dans I'alcool, les solvants
organiques, les cires et les huiles non polaires ou faiblement polaires, mais peu solubles dans
I'eau (Djilani et Dicko, 2012). Certaines especes peuvent contenir environ 20 a 60, méme
plus de 100 composes individuels dans leurs huiles essentielles. Ces composés sont distribués
dans les familles des Lamiaceae, Apiaceae, Rutaceae et Verbenaceae. lls sont utilisés comme
des agents anti-inflammatoires, antioxydants et antimicrobiens (Elshafie & Camele, 2017).
La composition chimique des HE est principalement représentée par les monoterpénes (C10 :
deux unités isoprene) et les sesquiterpénes (C15 : trois unités isopréne), les hydrocarbures et

les dérivés oxygénes, ainsi que les aldéhydes aliphatiques, les alcools ou bien les esters.

2.2.1. Mono et sesquiterpénes

Les monoterpénes et les sesquiterpénes sont connus comme des métabolites
secondaires dérivant du précurseur isoprénique a cing carbones, et représentent les
constituants majeurs des huiles essentielles. Les monoterpénes sont constitués de deux unités
d'isopréne (10 atomes de carbone) ayant une formule moléculaire : CioHies (figure 7.h) et
peuvent étre divisés en composés acycliques (figure 7.a), monocycliques (figure 7.b) et
bicycliques (figure 7.c). Ces molecules sont tres utilisées dans I’industrie cosmétique et
pharmaceutique en raison de leur ardme et forte odeur. La plupart de ces composés sont
biologiquement actifs et sont considérés comme les agents antimicrobiens les plus efficaces.
D’autre part, les sesquiterpenes, sont caractérisés par I'association de trois unités isopréniques

(C15H24) sous forme linéaire (figure 7.d), cyclique (figure 7.e), bicyclique (figure 7.f) et
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tricyclique (figure 7.g), ce sont de puissants agents antimicrobiens et insecticides (Djilani &

Dicko, 2012 ; Perveen, 2018).

Figure 7. Unité isoprénique (h) et quelques structures des mono et sesquiterpénes: a:
géraniol ; b : limonene ; ¢ : a-pinene ; d : Farnésene ; e : Humulene ; f: caryophyllene ; g :
copaene, (Djilani, & Dicko, 2012).

2.2.2. Properiés des huiles essentielles

L activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique, les groupes fonctionnels des composeés majoritaires (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques) et les possibles effets synergiques entre ces composants. Depuis
I’antiquité, les extraits aromatiques de plantes ont été utilisés afin de soigner ou prévenir
certaines pathologies, et aussi dans différentes formulations, comme les médicaments et la
parfumerie. Les huiles essentielles possédent différentes proriétés, comme les proriétés
antiseptiques, antimicrobiennes, analgésiques, sédatives, anti-inflammatoires, spasmolytiques
et localement anesthésiques. Elles sont également utilisées dans la conservation des aliments
(Hussein et EI-Anssary, 2018). Les hydrocarbures contenus dans les huiles essentielles (le
pinene, le sabinéne, le cymeéne, le myrcene) ont éte associés a diverses activités
thérapeutiques : antivirale, antitumorale, décongestionnante, antibactérienne et hépato-
protectrices. D’autres composés comme le linalol posséde des effets anti-inflammatoires,
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expectorant et stimulant ; alors que les phénols tels que le thymol, I'eugénol et le carvacrol ont

un effet antimicrobien, spasmolytique, anesthésique et immunostimulant (Djilani & Dicko,

2012).

3. Plantes d’interet
3.1. Lafamille des Lamiaceae

La famille des Lamiacées connue également sous le nom des Labiées, comprend environ
258 genres et plus de 6000 espéces. Ce sont des plantes odorantes et herbacées a tige
quadrangulaire pouvant devenir des arbrisseaux, leurs feuilles sont opposées par 2 et leurs
fleurs sont bisexuées. C’est est une famille importante dont plusieurs espéces sont des plantes
aromatiques trés appréciées pour leurs vertues médicinales et parmi les genres les plus
importants : Salvia, Scutellaria, Stachys, Plectranthus, Hyptis, Teucrium, Vitex, Nepeta et
Thymus. (Carovié-Stanko et al., 2016). Les espéces de cette famille sont trés diversifiées
ayant une distribution cosmopolite et dont la plupart comme la lavande, le romarin, le thym et
les sauges qui forment le genre Salvia se concentrent dans le bassin méditerranéen (Carovié-
StanKo et al., 2016).

Dans la présente étude, notre choix c’est porté sur deux espéces appartenant a cette
famille : Thymus algeriensis et Salvia verbenaca, sur la base de leur chimio-
taxonomie (composition chimique et activités biologiques des espéces du méme genre) et

leurs ethnopharmacologie (utilisation traditionnelle de ces plantes médicinales).

3.2. Thymus algeriensis Boiss et Reut
3.2.1. Description

Thymus algeriensis est une espéce endémique de 1I’Afrique du nord trés répondue en
Algérie, Tunisie, Maroc et Lybie (Ben EI Hadj Ali et al., 2010 ; 2012), caractérisée par une

forte odeur aromatisante tres agréable. Elle peut atteindre 20 a 50 cm de hauteur et posséde
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des petites feuilles opposeées et linéaires ou lancéolées de 6 a 12 mm, des petites fleurs de 5 a

7 mm avec des bractées ovales et une corolle rose violacée (figure 8). C’est une espéce vivace

dont la floraison a lieu entre avril et juin.

Figure 8. Thymus algeriensis au stade de floraison (Righi, Taglait, Bordj Bou Arerridj,
2017).

3.2.2. Classification systematique

La classification botanique de 1’espéce Thymus algeriensis selon Quezel et Santa

(1963) est représentée dans le tableau 2 :

Tableau 2. Classification botanique de T. algeriensis

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Eudicotes

Sous classe Astérides

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Thymus

Espéce Thymus algeriensis Boiss. & Reut
Hamra rass (u/_Jll ¢! ), Zaitra

Nom commun
(3o ). Thym
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3.2.3. Usages traditionnels

Thymus algeriensis est couramment utilisée fraiche ou séche a des fins culinaires
comme épice. En médecine traditionnelle, cette plante est connue pour ces vertues
médicinales dans le traitement des troubles respiratoires, contre I'avortement, et ses propriétes
antispasmodiques qui en font un bon reméde pour soigner les troubles gastro-intestinaaux
(Giweli et al., 2013 ; Ziani, 2019). Elle est également utilisée dans le traitement de plusieurs
maladies infectieuse, la dysenteérie, la diarrhée, le rhume et I'adénome de la prostate (Ziani et
al., 2019). Cette plante agit comme un stimulant pour la circulation sanguine et est un

aphrodisiaque (Benkiniouar et al., 2007).

3.2.4. Composition chimique

Etant donné I’importance médicinale, culinaire et économique de cette espece,
plusieurs études se sont intéressées a sa composition chimique. Les études phytochimiques
ont rapporté la présence des polyphénols, des flavonoides, des flavonols et des huiles
essentielles. Ziani et al. (2019) a rapporté la présence d’apigenine-6,8-C-dihexoside, de
lutéoline-7-O-glucuronide, d’acide rosmarinique, et d’acide salvianolique B. Cette plante
aromatique riche en huiles essentielles a suscité plus l'attention des chercheurs pour
déterminer la composition chimique et ses activités biologiques (Giwali et al., 2013 ; Guesmi
et al., 2014 ; Guesmi et al., 2017 ; Bendjabeur et al., 2018). Cela a permis de montrer une
variation dans la composition de cette plante d’une région a une autre et méme au sein de la
méme région (Haziit et al., 2009) et par conséquent ses huiles essentielles sont classées en
différents chémotype notamment les huiles riches en Thymol, a-Pinene, Camphre, 1,8-

Cineole, Terpinen-4-ol (Haziit et al.,2009 ; Guesmi et al., 2014 ; Bendjabeur et al., 2018).
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3.3. Salvia verbenaca L.
3.3.1. Description

Salvia verbenaca est un arbuste de courte durée de vie caractérisée par une tige
dressée de 0.15 a 0.4 m de hauteur, une racine pivotante ligneuse et des feuilles brievement
pétiolées (figure 9). Ses fleurs sont espacées en dessous et plus denses au-dessus, de couleur
allant du bleu clair au violet dont la lévre inférieure est genéralement légerement plus courte,
et ses fruits sont a coque cotenant 1 a 4 graines. La floraison commence a mi-avril et se
termine vers la fin de mois de Mai (Quezel et Santa, 1963 ; Canzoneri et al., 2015). Cette
espece est une plante indigéne dans les pays du pourtour méditerranéen et des iles Canaries et
s'est également répandu plus loin en Europe et en Asie (Afzal-Rafii, 1979 ; Ben Farhat et

al., 2015 ; Canzoneri et al., 2015).

Figure 9. Salvia verbenaca L. en pleine floraison (Righi, Bordj Bou Arerridj, 2017).

3.3.2. Classification systematique
La classification botanique de 1’espece Salvia verbenaca selon Quezel et Santa

(1963) est représentée dans le tableau 3 :
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Tableau 3. Classification botanique de S. verbenaca.

Embranchement Spermatophyta

Sous-embranchement Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espéce Salvia verbenaca

Nom commun Sauge verveine, Sauge fausse-verveine,

Zargtoun (0ské) ), zloa dkla
(Yabrir et al., 2018)

3.3.3. Usages traditionnels

Les feuilles de S. verbenaca sont consommées comme des légumes ou utilisées pour
préparer des soupes ou des tisanes (Allen & Hatfield, 2004 ; Guarrera & Savo, 2016). Cette
plante est traditionnellement utilisée pour la cicatrisation des plaies et dans le traitement des
piqdres d'insectes (Di Tizio et al., 2012), des infections respiratoires (Canzoneri, 2011) et des
problémes auditifs. Les graines de cette plante sont utilisées comme nettoyant pour les yeux
pour soigner les problémes oculaires (Allen & Hatfield, 2004 ; Gonzélez et al., 2010) et les
huiles essentielles comme agents antibactériens (Ben Taarit et al., 2010). Les feuilles

fraiches méachées ou en décoction sont un reméde efficace pour les calculs rénaux.

3.3.4. Composition chimique

Des travaux antécédents sur Slavia verbenaca ont mis en évidence la présence
d’acides phénoliques (acide gallique, caféique, p-coumarique et rosmarinique), de flavanones
(naringénine et naringine), de flavones (lutéoline, apigénine et genkwanine) et d’une flavone
glycosylée (apigénine-7-glucoside). Les huiles essentielles sont caractérisées par la présence
du viridiflorol, camphéne, méthyleugénol, b-caryophylléne, tricycléne, terpinoléne, b-thujone
et alpha-pinene (Ben taarit et al., 2010).
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Chapitre I1. Matériel et méthodes

1. Matériel végetal

Les parties aériennes de Thymus algeriensis Boiss& Reut et de Salvia verbinaca L. ont
été collecté a Taglait, Bordj Bou Arerridj (Est de 1’Algérie : 35°46 ' 18 " nord, 4 ° 59’59 "
est) en avril 2017. Le materiel végétal a été identifie par Dr. Sari de 1’Université de M’sila
(Algeérie) selon Quezel et Santa (1963). Un specimen de référence AB-109 et AB-84 pour T.
algeriensis et Salvia verbinaca, respectivement, a été déposé a la collection personnelle du
Pr. Boudjelal A. a la faculté des Sciences a I’Université de M’sila (Algérie). Les plantes une
fois récoltées sont nétoyées, sechées a I'obscurité a température ambiante pendant au moins 15

jours, puis réduites en poudre avant le processus d'extraction.

2. Produits chimiques

Le méthanol, I'acétonitrile et I'acide formique sont de qualité HPLC et fournis par Lab-
Scan (Lisbonne, Portugal). Tous les autres produits chimiques utilisés sont également de

haute qualité analytique obtenus aupres de Sigma-Aldrich.

3. Animaux

Des souris Swiss albino males et femelles pesants entre 25 et 30 g ont été achetés
auprés de l'institut Pasteur (Algérie). Les souris ont été placés dans une animalerie a
température ambiante, soumis & des cycles naturels de lumiere et d’obscurité. Les souris sont
adaptées aux conditions du laboratoire au moins 10 jours en ayant acces libre a la nourriture et

I'eau avant de réaliser toute expérience.
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4. Preéparation des extraits

L'extraction solide-liquide est la procédure la plus courante pour analyser les fractions
phénoliques d’origines végétales, en raison de sa simplicité, de son efficacité ¢levée et de sa
facilité. Les composés phénoliques sont extraits de T. algeriensis et S. vrbenaca en utilisant
un mélange hydro-alcoolique selon le protocole décrit par Markham (1982). 100 g de
poudre végétale sont maceérés dans 1 L de solution hydrométhanolique (85 : 15, v/v) pendant
24 heures. Apres filtration sur papier filtre (n® 102, diamétre moyen 150 mm), le résidu
vegeétal est soumis a une deuxieme maceration en utilisant un mélange hydrométhanolique (50
: 50, v/v) pendant 24 heures supplémentaires. Les deux filtrats sont mélanges et le méthanol
est éliminé a basse pression a 40 °C en utilisant un rotavapor. Les extraits bruts de T.

algeriensis et S. verbenaca obtenus sont ensuite sechés et conservés jusqu’a leurs utilisations.

La séparation des composes phénoliques a partire des extraits bruts est effectué par
chromatographie sur colonne en utilisant des cartouches Sep-Pak C18 (5 g, Waters, Milford,
MA, USA). L'extrait brut est d’abord mis en suspension dans une solution d’acide acétique a
97.5 % avec un rapport de 1 :5 (p/v; mg/mL) et centrifugé a 20 000 g. Le surnageant est
ensuite fractionné par extraction en phase solide, des cartouches préalablement activées avec
du méthanol, de I'eau et préconditionnées avec de I'eau/acide acétique 97.5 %. L’élution des
composés hydrophiles est réalisée avec 100 mL d'acide acétique 97.5 %, puis les composés
hydrophobes ont été récupérer avec un éluant d’un mélange méthanol/acide acétique (97.5:
2.5, vlv). La matiere retenue constitue la fraction des composés phénoliques, est éluée,
concentrée sous pression réduite, puis congelée (-80 °C) et lyophilisée (Fernandes et al.,

2019).

L’hydrodistillation par un montage clevenger a été utilisée pour I’extraction des huiles

essentielles de la plante T. algeriensis et S. verbenaca. Une quantité de 100 g de poudre
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végétale a été soumise a une hydrodistillation dans un ballon de 500 mL pendant 4 heures. La
procédure est répétée jusqu'a ’obtention d’une quantité suffisante pour 1’expérimentation.
Ensuite, le distillat volatil (TAHE) est récupéré, pesé et conservé dans des flacons sombres

bien fermé a 4 °C jusqu’a utilisation.

5. Composition chimique
5.1. Analyse quantitative et qualitative des glucides

L’analyse quantitative et qualitative des glucides des extraits hydrométhanoliques des
deux plantes est réalisée en adoptant la procédure générale de Fernandes et al. (2019). Les
sucres neutres sont soumis a une hydrolyse acide avec H2SO4 (12 M) pendant 3 h a 25 °C,
suivie d'une hydrolyse dans H2SO4 (1 M) durant 2 h 30 min & 100 °C. L'hydrolysat subit
ensuite une réduction avec NaBH4 (15% p / v dans NH3 3 M) pendant 1 h a 30 °C ; et une
acétylation avec l'anhydride acétique en présence de 1-méthylimidazole pendant 30 min a 30
°C. Les acétates d'alditol générés sont ensuite analysés par chromatographie en phase gazeuse
couplée a un détecteur d’ionisation de flame (CG/FID) et utilisant le 2-désoxy glucose comme
étalon interne. Les acides uroniques sont quantifiés par la méthode colorimétrique au 3-
phénylphénol en utilisant I'acide galacturonique (GalA) comme standard (Fernandes et al.,

2019). Les sucres libérés sont identifiés sans effectuer une hydrolyse préalable.

5.2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux (TPC) dans les extraits de T. algerinsis et S. verbenaca
est déterminée selon la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965). La réaction des
groupes hydroxyles des composés phénoliques avec le réactif de Folin-Ciocaleau produit une
couleur bleue mesurable a 765 nm. L’intensité de cette coloration est proportionnelle aux taux

de composés phénoliques présents dans les extraits.
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Un volume de 200 uL de I'échantillon est mélangé avec 1 mL de réactif Folin-Ciocalteu
(dilué 10 fois dans de I’eau distillée) et incubé pendant 4 min. Puis, 800 pL de carbonate du
sodium (7.5 %, p/v) sont ajoutes. Le mélange résultant est incubé pendant 2 h et I'absorbance
est mesurée a 765 nm contre un blanc de la réaction ne contenant pas d’extrait. Une courbe
d’étalonnage est établie en utilisant I'acide gallique (5-250 pg/mL) dans les mémes conditions
et les résultats sont exprimes en mg équivalents d’acide gallique/mg d'extrait sec (mg de

EAG/mg).

5.3. Dosage des flavonoides totaux (TFC) et flavonols (FOL)

Le trichlorure d'aluminium est utilisé pour déterminer la teneur totale en flavonoides
dans les deux extraits de T. algerinsis et S. verbenaca par la méthode de Djeridane et al.
(2006). Le complexe flavonoide-aluminium apparait jaunatre a 430 nm. Un volume de 0.5 mL
de chaque extrait est mélangé avec le méme volume de trichlorure d'aluminium (2 % dissous
dans le méthanol), puis incubé pendant 15 min et lI'absorbance est mesurée a 430 nm. La
quercétine est utilisée pour établir une courbe d'étalonnage (10-45 pg/mL) et la teneur totale

en flavonoides a été exprimée en g équivalents de quercétine/mg d'extrait sec (ug EQ/mg).

Pour les flavonols, la quantité de ces composés est mesurée selon la méthode de
Mbaebie et al. (2012). Un volume del mL d'échantillon et 1 mL de trichlorure d'aluminium
(2 %, p/v) sont mélangés avec 1.5 mL d'acétate de sodium aqueux a 5 % (p/v) et incubés a 25
°C pendant 2h 30 min. L'absorbance est ensuite enregistrée a 440 nm. La rutine est utilisée
pour établir une courbe d'étalonnage (10-100 pg/mL). Les résultats ont été exprimés en ug

équivalents de rutine/mg d'extrait sec (ug ER/mg).

5.4. Dosage des tanins totaux (TT)

La capacité des tanins a précipiter les protéines est utilisée pour estimer leurs teneurs

dans les extraits des deux plantes selon la méthode de Hagerman et Butler. (1978). Un

45



Chapitre 11 Matériel et méthodes

volume d'échantillon est mélangé avec deux volumes de BSA (1 mg/mL), Le mélange est
incubé pendant 15 min a température ambiante puis centrifugé pendant 15 min a 3000 g et le
surnageant est éliminé. Ensuite, les plaques restantes dans le tube sont dissoutes dans 4 mL de
solution SDS/TEA (SDS 1 %, TEA 5 %, v/v dans I’eau distillée), et 1 mL de FeCls est ajouté.
Le mélange est alors incubé de nouveau pendant 15 min et I'absorbance est mesurée a 510 nm
contre un blanc préparé en mélangeant 1 ml de FeCls et 4 mL de solution SDS/TEA. Les
résultats sont exprimés en pg équivalents d’acide tannique/mg d'extrait (ug EAT/mg) en

utilisant une courbe d'étalonnage établie avec l'acide tannique (25-1200 pg/mL).

5.5. Dosage des triterpénes

Pour la quantification des triterpénes, 30 pL d'extrait de plante, 50 pL de vanilline (5
% préparée dans de I'acide acétique) et 100 pL de I'acide perchlorique sont mélangé et incubé
a 60 °C pendant 45 min. Puis, le mélange est refroidi dans un bain d'eau glacée. Ensuite, 450
ML d'acide acétique sont ajoutés et I'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 548 nm.
L'acide ursolique est utilisé comme standard pour préparer une courbe d'étalonnage et les

résultats sont exprimés en pug équivalents d'acide ursolique par mg d’extrait sec (ug EAU/mg)

(Chang et al., 2012).

5.6. Analyses chromatographiques
5.6.1. Analyse UHPLC-DAD-ESI-MS"

L’analyse des composés phénoliques individuels est effectuée par une UHPLC-DAD-
ESI-MS" en utilisant un instrument Ultimate 3000 (Dionex Co., Sunnyvale, Californie, USA)
équipé d'un deétecteur de barrette de diodes ultimes 3000 (DAD) (Dionex Co.) et couplé a un
spectromeétre de masse comme décrit par Afonso et al. (2018). La separation des
phytoconstitunats des extraits est réalisée sur une colonne Hypersil Gold C18 (Thermo

Scientific, Waltham, MA, USA) de 100 mm de longueur et un diametre de 2.1 mm. Cette
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colonne est constituée de particules de 1.9 um detaille et, maintenue a 30 °C. La phase mobile
consistait en deux systémes de solvant : eau/acide formique (99 : 1, v/v) (solvant A) et
acetonitrile / acide formique (99 : 1, v/v) (solvant B). L’élution est réalisée selon un gradient
de 5-40 % de B (0-15 min) et de 40-100 % de B (15-19 min) avec un débit de 200 pL/min,
suivi du retour aux conditions initiales avec une durée totale de 34 min. La détection est entre
200 et 500 nm a l'aide d'un spectromeétre de masse (Thermo LTQ XL (Thermo Scientific) en
mode d'ionisation négative avec une source d'électrospray (ESI). Les composés sont identifiés
a l'aide de leurs spectres d’absorption UV-visible et de masse en comparaison avec les

données de la littérature.

5.6.2. Analyse des huiles essentielles par CG/MS

Les composés volatils ou les huiles essentielles sont identifiés par une chromatographie
en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (CG-MS). La colonne capillaire
utilisée (Agilent Technologies Network 6890N Network GC) a une dimension de 30 m x 0.32
mm avec une épaisseur du film de 0.25 um DB-FFAP (J & W Scientific, Folsom, CA, USA)
et couplée directement au spectrométre de masse (Agilent Technologies détecteur de masse
sélectif quadrip6le réseau 5973). L’analyse a été réalisé avec un programme de température
comme suit : la température initiale était 60 °C avec une augmentation linéaire de 2 °C/min
jusqu'a 180 °C, suivie d'une augmentation linéaire de 5 °C/min jusqua 220 °C, une
température maintenue ainsi jusqu'a la fin de I’analyse (70 min). 1 pL d’une dilution
appropriée des huiles essentielles préparée dans du dichlorométhane est introduit
manuellement dans le port d'injection du CG. Le débit du gaz vecteur (He) était de 1.7
mL/min avec une pression en téte de la colonne de 24.5 psi. Les spectres de masse sont
obtenus sur impact électronique a 70 eV et compares avec ceux de la bibliotheque de base des

données (logiciel MSD Chem Station (G1701DA ; version D.00.00.38; Hewlet-Packard,
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Agilent Technologies, Santa Clara, Californie, USA). Pour la quantification des échantillons,

1.684 g/L d'étalon interne de 3-octanol sont ajoutés avant I'analyse (Santos et al., 2019).

6. Activités biologiques

6.1. Activités antioxydants in vitro
6.1.1. Pouvoir réducteur
Le Fer ferreux (Fe®") et le phosphomolybdéne sont utilisés pour estimer le pouvoir

rédacteur des extraits de T. algeriensis et S. verbenaca, ainsi que les I’huiles essentielles.

A- Capacité antioxydants totale

La méthode du phosphomolybdéne (Prieto et al., 1999) est une méthode simple et
rapide pour évaluer la capacité antioxydant totale (TAC) d’un extrait de plante. Elle est basée
sur la formation du complexe de phosphomolybdéne Mo (V) réduit de couleur verdatre
mesurable a 695 nm en présence d'un agent reducteur. Un volume d'échantillon de 0.1 mL est
mélangé avec 1 mL de réactif (0.6 M d'acide sulfurique, Phosphate de sodium 28 mM et
molybdate d'ammonium 4 mM) et incubé a 95 °C pendant 90 min. L'absorbance est mesurée a
695 nm contre un blanc contenant du méthanol a la place de I’extrait. La capacité
antioxydants totale est exprimé en pg équivalents d’acide ascorbique/mg d'extrait sec (ug

EAA/mQ).

B- Le test FRAP

Le test FRAP est utilisé pour mesurer la capacité réductrice des ions de fer de T.
algerienisis et S. verbenaca (Pulido, 2000). Cette méthode est basée sur la réduction de
tripyridyltriazine ferrique (Fe** -TPTZ) en tripyridyltriazine ferreux (Fe?* -TPTZ) a pH faible
en présence d’un agent réducteur. Le réactif FRAP est préparé en mélangeant 1.25 mL de
solution TPTZ (10 mM dans HCI 40 mM) avec 1.25 mL de 20 mM FeCl3.6H20 et 12.5 mL

de tampon acétate (300 mM acétate de sodium, pH 3.6 ajusté avec de l'acide acétique),
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préchauffé a 37 °C avant utilisation. Le mélange réactionnel contenait 900 pL de réactif
FRAP, 70 uL d'eau bidistillée et 30 puL d'extrait ou d’huile essentielle avec une dilution
appropriée. Le mélange est incubé pendant 30 min a 37 °C et I'absorbance est lue a 593 nm.

Les résultats sont exprimes en pumol FeSO4.7H,0/mg d'extrait.

6.1.2. Activités antiradicalaires

L'activité antiradiradicalaire de T. algeriensis et S. verbenaca est évaluée par différentes
méthodes tels que le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH’, Sigma Aldrich), le radial 2,2'-
azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTS™, Sigma Aldrich), le radical
peroxyde d’hydrogene (H202, Sigma Aldrich) et le radical pyroxyle généré par le 2,2'-Azobis
(2-amidinopropane) (AAPH, Sigma Aldrich). Les antioxidants synthétiques (BHT, BHA et

I'acide ascorbique) et naturels (la quercétine) sont utilisés comme des standards de référence.

A- Piégeage du radical DPPH
La méthode de Shen et al. (2010) est utilisé pour estimer I’activité des extraits contre le
radical DPPH". Un mélange de 0.5 mL de solution méthanolique de DPPH" (0.1 mM) et 1.5
mL d'extrait ou d’huile essentielle sont incubés dans I'obscurité pendant 30 min. L'absorbance

est mesurée a 517 nm et le pourcentage d’inhibition est calculé suivant I’équation (1) :
Inhibition (%) = ((Ac-As) / AC)) X 100........ccoviviiiiiiiiiiiiiieenn. équation (1)

As: absorbance des échantillons, Ac: absorbance du contrble (tous les réactifs sauf

I’échantillon).

Les courbes des inhibitions en fonction des concentrations sont utilisées pour calculer la
concentration inhibitrice médiane (ICso) définie comme étant la concentration des échantillons

qui réduit 50% des radicaux libres dans le milieu et les résultats sont exprimés en pg/mL.
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B- Piégeage du radical ABTS*

Le pouvoir antioxydant vis a vis du radical ABTS* est estimé en utilisant la méthode
de Re et al. (1999). Ce radical est généré en mélangeant une solution d’ABTS (7 mM) avec
13.24 mg de persulfate de potassium pendant 16 h. La solution résultante est réfrigerée, puis
diluée pour atteindre une absorbance de 0.70 £ 0.02 a 734 nm. Un volume de 100 pL
d'extraits ou d’huile essentielle est mélangé avec 1.9 mL de solution ABTS™, puis incubé
pendant 7 min. L'absorbance est mesurée a 734 nm et le pourcentage d’inhibition est calculé

suivant I’équation (1). Les 1Cso sont exprimées en pg/mL.

C- Piégeage du peroxyde d'hydrogéne

L'activité de piégeage du peroxyde d'hydrogéne des extraits et des huiles essentielles
est évaluée par la méthode de Ruch et al. (1989). Un volume de 0.5 mL d’extrait ou d’huile
essentielle & différentes concentrations est dissous dans du PBS (pH 7.4) et mélangé avec 1
mL d'une solution fraichement préparée de H202 & 40 mM dans du PBS. Le mélange est
incubé a l'obscurité pendant 10 min, puis I'absorbance est enregistrée a 240 nm. Un blanc est
préparé pour chaque concentration et le controle contenait du PBS au lieu de I'extrait. Le
BHA, l'acide gallique et I'acide ascorbique sont utilisés comme des standards de référence.
Les pourcentages d'inhibitions du peroxyde d'hydrogene sont calculés selon I'équation (1) et

les 1Cso sont exprimées en pg/mL.

D- Inhibition de I’hémolyse oxydative

L'AAPH est utilisé comme initiateur de radicaux pyroxyles pour évaluer la capacité
des deux plants a protéger la membrane des globules rouges contre I'némolyse oxydative
provoquée par ce radical libre (Miki et al., 1987). Les érythrocytes prélevés de souris saines
ont été séparees du plasma et de la couche leucocytaire en effectuant trois lavages avec 10
volumes de PBS (pH 7.4). Les globules rouges sont centrifugés a 2000 g pendant 10 min au

premier lavage et 5 min pour les deux derniers. Ces cellules sont ensuite mises en suspension

50



Chapitre 11 Matériel et méthodes

dans du PBS pour obtenir un hématocrite de 20 %. 500 pL de dilution appropriée d'extrait
dans du PBS sont mélanges avec 500 pL de suspension d'érythrocytes et 500 puL d'’AAPH
(200 mM), puis le mélange est doucement agité et incubé pendant 3 heures a 37 °C. Apres
incubation, le mélange est dilué avec 8 volumes de PBS, puis centrifugé pendant 10 min a
2000 g. L'absorbance du surnageant est mesurée a 540 nm et le pourcentage d'inhibition est

calculé par I’équation (1).

6.1.3. Test de Blanchiment du p-caroténe

Cette méthode est utilisée pour évaluer la capacité antioxydants de T. algeriensis et S.
verbenaca en utilisant le systéme lipidique B-caroténe/acide linoléique (Aslan et al., 2006).
Les radicaux libres linoléates produits dans le mélange réactionnel par auto-oxydation de
I’acide linoléique, provoquent la rupture de la double liaison (C=C) du B-caroténe et induisent
sa decoloration qui peut étre inhibée en présence d’un autre antioxydant dans ce mélange.
L’émulsion de B-carotene est préparée en mélangeant 0.5 mg de pB-carotene, 1 mL de
chloroforme, 25 pL d'acide linoléique et 200 mg de Tween 20. Le chloroforme est évaporé
sous pression réduite et 100 mL d'eau saturée en oxygéne sont ajoutés au mélange qui est
vigoureusement agité. Un volume de 2.5 mL de la solution de B-carotene préalablement
préparée est ajouté dans des tubes contenant 350 pL d'extrait (2 mg/mL) ou d’huile essentielle
(5 mg/mL). La méme procédure est appliquée aux standards (le BHA, le BHT et l'acide
gallique) utilisés comme témoins positifs, et les témoins négatifs 5méthanol et eau). Aprés
incubation a I'obscurité et une température ambiante, I'absorbance est mesurée a 490 nm a
différents intervales de temps (1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 24 h et 48 h). L'inhibition du

blanchiment du B-caroténe aprés 24 h est calculée selon I'équation (2) :

% dtinhibition (24 h) = (AE/ AB) * 100...........coecveeveeern . )
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AE est I'absorbance en présence des extraits ou standards au temps O et AB est I'absorbance

en présence des extraits ou standards apres 24 h.

6.1.4. Chélation du fer

Le fer est I'un des métaux de transition qui jouent un role important en tant que
catalyseur des processus d'oxydation via la réaction de Fenton et qui peut initier la
peroxydation des lipides dans les aliments ou le corps humain en raison de sa forte réactivité.
La capacité de T. algeriensis et de S. verbenaca a chélater les ions fer est déterminée en
utilisant la ferrozine qui forme un complexe avec les ions Fe*? (Le et al., 2007). Les composés
phénoliques ou I’huile essentielle entrent en compétition avec la ferrozine pour la formation
de ce complexe. Un volume de 500 pL d'extrait ou d’huile essentielle est mélangé avec 100
pL de FeClz (0.6 mM) et 900 pL de méthanol. Aprés 5 min, un volume de 100 pL de
ferrozine (5 mM) est ajouté au mélange. Le mélange réactionnel est ensuite agité et incubé
pendant 10 min. L'absorbance est mesurée a 562 nm contre un blanc préparée en suivant la
méme procédure et ne contenant pas d’extrait ou d’huile essentielle. Le composé EDTA est
utilisé comme un standard de référence et le pourcentage de chélation sont calculées en
utilisant 1’équation (1). Les concentrations inhibitrices (ICso) sont calculées et exprimées en

pg/mL.

6.2. Test de toxicité sur I’Artemia Salina (BSLA)

L’effet larvicide de I’extrait de T. algeriensis et S. verbenaca est déterminé vis-a-vis
des larves d’Artimia Salina. Les ceufs d'Artemia salina ont été obtenus chez Waterlife® et ont
éclos dans de I'eau de mer artificielle (38 g de sel de mer dans 1L d'eau distillée) a 28 °C
apres 48 heure. Un mL de dilutions appropriées d'extrait de T. algeriensis et S. verbenaca est
ajouté a chaque tube a essai (en triplicatas) contenant 10 nauplie, puis le volume est ajuste

avec de l'eau de mer artificielle a 5 mL. Aprés incubation pendant 24 heures, les nauplii
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vivants sont comptés a l'aide d'une loupe et ils sont considérés comme morts s'ils ne
présentaient aucun mouvement pendant 10-30 secondes d'observation. Les critéres de

mortalité étaient comme suit :

- Mortalité <50 % (Effet non larvicide), mortalité de 50 a 75 % (Effet légérement
larvicide) ;
- Mortalité > 75 % (effet hautement larvicide) ;
- Mortalité de 100 % (effet extrémement larvicide) (Choi, 2017).
Le pourcentage de mortalité est déterminé selon Meyer et al. (1982) et la concentration létale

50 (DLso) est calculée en utilisant I'analyse probit décrite par Finney (1971).

6.3. Toxicité aigue

La toxicité aigué de T. algeriensis et S. verbenaca a été réalisée conformément aux
directives de 1’organisation de coopération et de développement économiques (OCDE N°
423). C’est une procédure par €tapes qui utilise un nombre minimum d’animaux. La toxicité
aigué des deux plantes dépend de la mortalité et / ou du statut moribond des animaux, il peut
étre nécessaire de passer par 2 a 4 étapes pour estimer la DLso. Trois souris femelles Suisse
albinos a jeun ont recu I'extrait a la dose de 2000 mg/kg de poids corporel, tandis que le
groupe témoin a recu le solvant (Tween 20, 5 % dans une solution saline normale). Les
animaux ont ensuite été observés pour les signes visuels de toxicité clinique ou de mortalité,
avec une attention particuliére au cours des 4 premieres heures, puis quotidiennement,
pendant une période totale de 14 jours. Apres la période de traitement (14 jours), les souris
ont été sacrifiées par decapitation et des échantillons de sang ont été prélevées dans des tubes
héparinises. Le plasma été séparé par centrifugation pendant 10 min (1640 g) et a été utilisé
pour analyser les paramétres biochimiques tels que la phosphatase alcaline (ALP), Alanine

aminotransférase (ALT), aspartate aminotransférase (AST), urée et créatinine a 1’aide des kits
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commerciaux (Spinreact ; Madrid, Espagne). Une étude histologique des foies et des reins a

aussi été réalisée.

6.4. Toxicité subaigué et statut antioxydants in vivo

La toxicité subaigie de T. algeriensis et S. verbenaca (extraits) est déterminée selon
Baghiani et al. (2013). Des souris albinos males (25 a 30g) sont divisées en cing groupes de 7
individus et traitées quotidiennement pendant 3 semaines par voie orale en utilisant une sonde

de gavage en acier inoxydable, comme suit :

Groupe 1 : Témoin négatif qui a recu le Tween 5% dans une solution saline normale ;
Groupe 2 : Acide ascorbique a une dose de 100 mg/kg de poids corporel ;

Groupe 3 : T. algeriensis et S. verbenaca a une dose de 200 mg/kg de poids corporel ;
Groupe 4 : T. algeriensis et S. verbenaca a une dose de 400 mg/kg de poids corporel ;

Groupe 5 : T. algeriensis et S. verbenaca a une dose de 800 mg/kg de poids corporel.

6.4.1. Analyse des paramétres biochimiques

Apreés une durée de traitement de 21 jours, les souris ont été sacrifiées par decapitation
et le sang a été collecté dans des tubes héparinés. Le plasma est séparé par centrifugation
pendant 10 min (1640 g) et dont une partie est utilisée pour analyser les paramétres
biochimiques tels que ALP, ALT, AST, I’urée et la créatinine a 1’aide des Kits commerciaux
(Spinreact ; Madrid, Espagne). Le reste du plasma a servi a analyser sa capacité antioxydants
par le test de piégeage du DPPH" et la méthode FRAP. Par ailleurs, les foies sont prélevés,
nettoyés et pesés pour préparer un homogénat de 10 % en utilisant du KCI glacé (0.15 %),
puis centrifugé pendant 10 min a 4 °C (2915 g). Le surnageant résultant est recueilli et stocké
a -20 °C pour évaluer l'activité de la catalase (CAT), du glutathion réduit (GSH) et de la

peroxydation lipidique (MDA), comme détaillé dans la section suivante. La teneur en
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protéines totales hépatiques est déterminée a l'aide des kits commerciaux (Spinreact, Madrid,

Espagne).

6.4.2. Effet sur la capacité antioxydant du plasma

L’effet antioxydants des deux extraits sur le plasma a été évalué par le test de piégeage
du DPPH" selon Cuendet et al. (1997) en mélangeant 25 pL de plasma avec 625 L de
DPPH" (0.1M). Le pourcentage d’inhibition a été déterminé comme décrit dans la section
7.1.2. (A), alors que son pouvoir réducteur a été estimé comme décrit dans la section 7.1.1.

(B) Les valeurs ont été exprimés en pumol équivalents FeSO4.7H>O/mL.

6.4.3. Effet des extraits sur I’état redox hépatique

L’effet des extraits sur 1’état redox du tissu hépatique est déterminé en évaluant
I’activité de la CAT, ainsi que les taux de GSH et MDA. Pour la CAT, un volume de 0.05 mL
du surnageant tissulaire est mélangé avec 2.95 mL de 19 mM de H20- dans du PBS (50 mM,
pH 7.4) et I'absorbance est mesurée a 240 nm pendant 2 min. Le coefficient d'extinction de
H202 (43.6 M cm™ & 240 nm) est utilisé pour calculer lactivité de la CAT et les résultats
sont exprimeés en pumole de H>0. consommé/min/mg de protéine (Ul/mg de protéine)

(Claiborne, 1986).

Pour determiner le taux de glutathion réduit, un volume de 25 pL du surnageant
tissulaire est dilué dans 5 mL de tampon PBS (0.1 M, pH = 8), puis 1.5 mL de ce mélange est
ajouté a 10 pL de 5,5 -dithiobis- (acide 2-nitrobenzoique) (DTNB, 0.01 M) et I’apparition
d’un chromophore jaune est mesurée a 412 nm. La teneur en GSH est calculée en utilisant le
coefficient d'extinction du GSH 1.36 x 10* Mt cm™ & 412 nm et les résultats sont exprimés en

nmol de GSH/g de tissu hépatique (Ellman, 1959).

Enfin, Selon la méthode décrite par Okhawa et al. (1979), le test TBARS est utilisé

pour évaluer le niveau du malonaldéhyde (MDA) dans le foie. Cette méthode est basée sur la
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détection du MDA résultant de 1’oxydation des lipides lors de la réaction avec 1’acide
thiobarbiturique. Brievement, 0.25 mL d'acide thiobarbiturique (TBA) dilué (0.67 %) et 0.125
mL d'acide trichloracétique (TCA) dilué (20 %) sont ajoutés a 0.125 mL d’homogénat
tissulaire du foie. Le mélange est vigoureusement agité et incubé dans un bain pendant 20 min
a 100 °C. Apreés refroidissement, 1mL de butanol est ajouté et bien mélangé, puis centrifugé
pendant 15 min (1640 g) et I'absorbance du surnageant rosatre est mesurée a 532 nm. Le
coefficient d'extinction de MDA (1.56 x 10° M cm™ & 530 nm) est utilisé pour calculer la
concentration du MDA dans I'hnomogénat du foie et les résultats sont exprimés en nmol

MDA/g de tissu.

6.5. Activité anti-inflammatoire
6.5.1. Stabilisation membranaire

Une étude préliminaire du potentiel anti-inflammatoire de T. algeriensis et S.
verbenaca est réalisé en utilisant deux modéles ex-vivo de stabilisation membranaire et
protection des membranes cellulaires des érythrocytes contre 1’hémolyse induite par un effet
d’hypotonie et d’hyperthermie. L’acide acétylsalicylique est utilisé comme médicament anti-
inflammatoire standard.
Une hémolyse induite par hypotonie a été réalisée selon Seeman & Weinstein. (1966), ou 1
mL de diverses concentrations d'extrait / acide acétylsalicyliqgue (PBS 10 mM pH 7.4) a été
ajouté a 5 mL de PBS hypotonique (NaCl, 50 mM) puis 500 pL de suspension érythrocytaire
a 10 % ont été ajoutés. Aprés 10 min d'incubation l'absorbance a été mesurée apres une
centrifugation de 10 min (1300 g). Le contrdle contient tous les réactifs sauf l'extrait ou

I’étalon, Le pourcentage d'inhibition est calculé selon 1’équation (3)

% Inhibition de I'hémolyse = (Ac-At/Ac) * 100 ................. 3)
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Ac est I'absorbance du témoin dans une solution hypotonique et At est I'absorbance

del'échantillon d'essai dans une solution hypotonique.

Le test d'hémolyse induite par hyperthermie est effectué selon la méthode décrite par
Shinde et al. (1999). Un volume de 5 mL de différentes concentrations d'extrait prépare dans
du PBS (PH 7.4) en duplicata, est mélangé avec 30 pL de suspension erythrocytaire a 40 %.
Les tubes du premier et deuxieme essai sont incubés, respectivement a 54 et 4°C pendant 20
min. Apres incubation, les tubes sont centrifugés pendant 3 min (1300 g) et I'absorbance du
surnageant est mesurée a 540 nm. L’inhibition de 1'hémolyse est calculée avec I'équation (4)

comme suit ;

% Inhibition de I'hémolyse = [1-(At2-Atl / Ac-Atl)] * 100............... 4)

Atl est I'absorbance de I'échantillon dans une solution non chauffée, At2 est I'absorbance de
la solution chauffée de I'échantillon et Ac est I'absorbance du témoin dans une solution non

chauffée.

6.5.2. (Edéme auriculaire induit par le xyléne

L activité anti-inflammatoire de T. algeriensis et S. verbenaca est évaluée en utilisant
le model d’cedéme auriculaire induit par un agent irritant (le xyléne). Dans ce test, trente
souris SWISS albino pesant entre 25 et 30 g sont divisés en cing groupes de 6 individus. Trois
groupes de souris sont traités avec de 1’extrait hydrométhanolique de T. algeriensis et S.
verbenaca aux doses 200, 400 et 600 mg, tandis que le quatrieme et le cinquieme groupe
ayant servi de témoin négatif et positif, et ont recu respectivement de 1’eau physiologique et
un anti-inflammatoire (1 et 10 mg/kg de poids corporel d’indométacine et de dexaméthasone).
Une heure apres le traitement oral, 30 uL de xylene sont appliqués sur la face interne et
externe de l'oreille droite, tandis que l'oreille gauche a servi de témoin. Apres une heure, les

souris sont sacrifiées et un morceau de 8 mm est retiré de ’oreille droite est pesé (Ibrahim et
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al., 2012). L'augmentation du poids de celle-ci en comparaison avec l'oreille gauche, reflete le
développement d’un cedéme. Cependant, une valeur faible du poids de I’oreille droite indique
un meilleur effet anti-inflammatoire de 1’extrait et le pourcentage d'inhibition de I'cedéme est

calculé a l'aide de I'équation (5):

poids de 1"oreille (contral) — Poids del'oreille (test)
Poids de I'oreille (control)

inhibition (%) = ( )x 100 ...(5)

7. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type (SD) dans 1’étude in vitro et en
moyenne * erreur type de la moyenne (SEM) dans les études in vivo. Pour déterminer la
différence entre les échantillons et les témoins, t-test ou une analyse de variance (ANOVA
unidirectionnelle) suivie du test de Tukey ont été réalisée avec GraphPad Prism version 7 (les
différences entre les échantillons et les groupes sont considérées comme significatives a

p<0.05).
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Chapitre I11. Résultats et discussions
1. Rendement des extraits

La sélection d'un solvant approprié pour I'extraction est une étape tres importante et
plusieurs facteurs a prendre en considération incluent la polarité du solvant, la taille des
particules d'échantillon et le rapport solide/liquide, ainsi que d'autres conditions d'extraction
comme le temps, la température et I'agitation mécanique (Sang-aroon et al., 2019).

Le mélange hydrométhanolique est le solvant le plus utilisé pour extraire les
polyphénols et les flavonoides (Spigno et al., 2007). En plus de son efficacité, ce mélange est
choisi pour éviter la génération de produits formés par dérivatisation d'un constituant végetal
avec le méthanol pur. C’est le cas de I’addition de CH2 (par exemple, estérification d'un
groupe carboxylique) ou CH3OH (par exemple, dans une addition de Michael & un composé
carbonyle a, B-insaturé). Les ratios de 85 % (Alberti et al., 2014 ; Dailey & Vuong, 2015) et
50 % (Sauerschnig et al., 2017) d’un melange hydrométhanolique se sont révélés trés
efficaces pour I'extraction des composés phénoliques. Les flavonoides sont habituellement
présents sous forme glycosylée et que la présence du fragment sucre tend a rendre le
flavonoide plus soluble dans I'eau, la combinaison de I'eau et du méthanol augmente leur
solubilité. La premiére extraction a 85% de méthanol a permis d'extraire les flavonoides les
moins solubles, tandis que la seconde extraction, a 50% de méthanol, a permis de récupérer
les flavonoides glycosylés plus solubles dans I'eau (Garg, 2012).

Thymus algeriensis a donné un rendement de 22.6 £ 4.6 % (p/p) de la matiere végeétale
séche (tableau 4), plus important que celui de I’extarit hydrométhanolique (17.0 £ 1.2 %)
obtenu par Khaled Khoudja et al. (2014), ainsi que I’extrait acétonitrile/eau (15.2 + 1.5 %) et
aqueux (16.0 £ 2.4 %) raportés par Guesmi et al. (2017) pour la méme espéce de thym. En ce
qui concerne S. verbenaca, a le rendement est de 23.5 + 1.4 % (p/p) de la matiére végétale
séchée (tableau 4), et qui supérieur a celui obtenu par Blekhiri (2018) en utilisant le méme
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procédé extractif. Cette différence pourrait s’expliquer par le polymorphisme des especes
(existent sous plusieurs formes différentes) (Afzel-Raffi, 1979), ainsi que la région et la
période de récolte de la plante. D’aprés nos résultats, la méthode d'extraction que nous avons
utilisée a permis 1’obtention de rendements trés élevés.

Quant aux huiles essentielles de T. algeriensis, leur rendement est de 1.7 £ % (v/p)
(tableau 4) inférieur a celui correspondant a 2.3, 2.67 et 2.25 % qui est rapporté par Hazzit et
al., (2009), Bendjabeur et al., (2018) et Zouari et al., (2011) repectivement. En effet, le
rendement en huiles essentielles dépend de plusieurs facteurs notamment 1’emplacement géo-
climatique, les conditions de croissance, la période de récolte et la méthode d’extraction
(Djilani & Dicko, 2012). En ce qui concerne S. verbenaca, apres 4 heures d’hydrodistillation
la teneur en huile essentielle n’était pas mesurable et il ne suffisait pas pour étudier leurs
activités biologiques. Ceci est probablement di a la perte de ces composés volatils lors du
séchage de la plante ou bien d’autres facteurs. Les études effectuées sur cette espéce ont
rapporté de rendements trés faibles en huiles essentielles de 1’ordre de 0.15 % (v/p)
(Pitarokili et al., 2006) et 0.09 a 0.12 % (v/p) (Ben Taarit et al., 2010). Ces résultats ont
confirmé que S. verbenaca appartenant a la famille des Lamiaceae est une espece pauvre en
huile essentielle (Ben Taarit et al., 2010).

Tableau 4. Rendements des extraits de T. algeriensis et S. verbenaca.

Rendement
Extraits Apparence Couleur (g ou mL)/100g
TACE Poudre hygroscopique vert foncé 226 4.6
SVCE Poudre hygroscopique Marron 235+1.4
TAHE Liquid Jaune claire 1.7+£01

TACE : extrait brut de T. algeriensis ; SVCE : extrait brut de S. verbenaca ; TAHE : huile
essentielle de T. algeriensis. les résultats sont exprimés en mouenne £ SD ( n=3).
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2. Analyse quantitave et qualitative des glucides
Les résultats de I'analyse des glucides des deux plantes étudiées sont illustrés dans le
tableau 5. L'extrait de S. verbenaca renfermait 15% de glucides composés principalement de
glucose (Glc) (48% molaire : mol%), de galactose (Gal) (28 mol%) et d’acide Galacturonique
(GalA) (18 mol%). Cependant, T. algeriensis en contenait 13% dont les coposés majeurs sont

le Glc (65 %), le GalA (23 %) et le Gal (12 %).

Compte tenu de la faible solubilité des polysaccharides dans le méthanol les principaux sucres
présents dans les deux extraits peuvent étre des glucides a courte chaine (Coelho et al., 2014),
L’absence des polysaccharides dans les extraits, exclue le fait qu’ils soient responsables

d’éventuelles activités biologiques.

Tableau 5. Composition glucidique et composés phénoliques totaux de I'extrait
hydrométhanolique de T. algeriensis et S. verbenaca.

Polysacc. PC Totaux

Carbohydrates (molar %) (g/k) (GAE/Kg)

d-Rib Rha Fuc Ara Xyl Fru Gal Glc GalA

ST Salvia - - - 2 2 - 28 48 18 142+12 205.6+1.6
SL Salvia - - 2 1 10 39 2 44 - 190+18
ST Thymus - - - - - - 12 65 23 131+14  303.8+25
SL Thymus - - - - - 49 - 51 - 137+11

ST: sucre totaux ; SL: sucre libre ; Rha: Rhamnose ; Ara: arabinose ; Xyl: Xylose ; Fru : Fructose ; Gal:
Galactose ; Glc: Glucose ; GalA: Galacturonic acid. Les données sont exprimées en moyenne = SD (n=3).

3. Dosage des composés phénoliques

L’extrait hydrométhanolique de T. algeriensis a présenté une teneur totale en
polyphénols de 303.8 + 2.5 ng EAG/mg d’extrait sec et qui sont composés de 15.8 £ 0.6 ug
EQ/mg de flavonoides, 59.6 + 2.3 pg ER/mg de flavonols et 105.2 + 2.4 ng EAT/mg de
tanins totaux (tableau 6). Ce qui correspond a 70 g EAG/kg de la matiére végetale, pour ces

composés phénoliques et dont le taux est superieur a celui de 1’extrait métholique des feuilles
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(8.0-34.4 g EAG/Kkg de la matiére végétale) issues de 12 populations de la méme éspece
provenant de zones géographiques et bioclimatiques différentes en Tunisie (Jaouadi et al.,
2019). Les teneurs obtenues dans le présent travail sont également 3 fois plus importantes que
celles de 18 etl9 g GAE/kg correspondant respectivement a 1’extrait eau-acétonile (95%)
(Guesmi et al, 2017) et hydro-éthanolique (95%) (Boulanouar et al., 2013).

Concernant les flavonoides totaux, leur teneur est de 3.68 g/kg de la matiére végétale qui est
inférieure a celle de I’extrait éthanolique (95%) obtenu a 1’aide d’un Soxhlet par Douar-
Latreche et al. (2018). Il en est de méme pour la teneur des flavonols (13.8 g ER/Kg) qui est
inférieure a celle de Thymus numidicus (27 g ER/kg) signalée par Ben El Hadj Ali et al.
(2014). Dapres les résultats de dosage des tanins et triterpénoides, T. algeriensis possede un

taux assez élevé de 105.2 + 2.4 ug EAT/mg d’extrait et 41.7 =+ 2.8 EAU/mg respectivement.

Par ailleurs, La teneur totale en composés phénoliques de I'extrait hydrométhanolique de S.
verbenaca (tableau 6) était de 205.6 1.6 ug EAG/mg (49.4 g/kg de la matiere végétale),
consistant en flavonoides (4.8 + 0.8 ug EQ/mg), flavonols (19.9 £ 1.3 pg ER/mg) et des
tanins (29 pg EAT / mg). Les résultats sont supérieurs a ceux rapportés pour 1’extrait hydro-
métanolique de S. verbenaca Algérien par Belkiri et al. (2017) (177.6 pg EAG/mg).
Lorsqu'ils sont exprimés en mg EAG/g matiere végétale, les résultats sont similaires aux
données rapportées par Ben Farhat et al. (2013), pour I’extrait méthanolique (55 a 136.3 mg
EAG/g d’extrait) obtenu a I’aide d’un Soxhlet de la méme espéce poussant dans différents
habitats en Tunisie. Dans cette étude, les résultats étaient supérieurs a ceux rapportés par E-
Touys et al. (2016) (107.5 pg GAE/mg) pour l'extrait méthanolique de S. verbenaca
marocain. La Salvia verbenaca cultivée en Egypte a montré une faible teneur en composés
phenoliques totaux de 4.27 mg GAE/g de la matiere végétale (Khalil et al, 2007). Les
flavonoides totaux de cette étude représentaient 5 ug EQ / mg d’extrait sec, une quantité assez

faible exprimée en mg EQ/g et comparée au S. verbenaca marocain qui montrait 23.60 + 1.42
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mg EQ/g (Et-Touys et al, 2016). Des tanins totaux (43.3 £ 7.1 pg EAT/mg) et des
triterpénoides (29.0 = 1.5 ug EAU/mg) peuvent également étre présents. Il a été rapporté que
la quantité des composés phénoliques extraite pouvant étre varie selon la procédure
d'extraction et le solvant utilise (Sultana et al., 2009). Nos résultats ont montré que le
mélange hydrométhanolique est le meilleur solvant pour extraire les composés bioactifs de T.

algeriensis et S. verbenaca.

Tableau 6. Teneur des composés phénoliques et triterpénes des extraits hydrométhanoliques
de T. algeiensis et S. verbenaca.

. Rendement
Extraits (g/100 g

)

TPC TFC TF TT TTC
(g EAG/mg)  (ug EQ/mg) (Mg ER/mg)  (ug EAT/mg)  (ugUAU/mg)

TACE 226 +4.6 303.8°+ 25 15.8°+0.6  59.6°+2.3 105.2+ 2.4 41.7+2.8

TAPE 89+1 450.7%+ 5.4 494*+1.8 106.9%+2.0 - -
SVCE 235+14 205.6°+ 1.6 4.8*+0.8 19.9°+1.3 433x7.1 29.0+15
SVPE 54+1 331.7°+126 31.1°+05 113.8°%+2.0 - -

TACE : extrait brut du T. algeriensis ; SVCE : extrait brut du S. verbenaca ; TAPE : extrait récupiré
du T. algeriensis ; SVPE : extrait récupiré du S. verbenaca ; TPC : contenu en polyphénols totaux ;
TFC : contenu en flavonoides totaux ; TF : flavonol totaux ; TT : tanins totaux ; TTC : contenu en
triterpénoides. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). Des lettres différentes dans la
méme colonne (méme plante) indiquant une différence significative (P < 0.05).

4. Caractérisation des extraits
4.1. Identification des composés phénoliques par UHPLC-ESI-MS"

L'extraction en phase solide (SPE) est utilisée pour éliminer les sucres et les acides
organiques susceptibles d'interférer dans I'analyse des composés phénoliques (Bujor et al.,
2016). L’extrait récupiré de T. algeriensis et de S. verbenaca sont analysés en utilisant une
chromatographie liquide ultra haute performance (UPHPLC) couplée a un détecteur de diodes
array et un spectromeétre de masse électrospray (UHPLC-DAD-ESI-MS").

L’analyse des composés phénoliques individuelle de T. algeriensis a permis
I’identification de vingt-trois composés phénoliques répartis en flavonoides et dérivés d'acides
phenoliques (figurelO et tableau 7). D’apres le chromatogramme, les composes les plus
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abondants sont représentés par les pics 16, 17 et 23 (figure 10). Le principal composé est le
composé 16 présente un m/z 359 et un spectre UV dont 1’absorbance maximale est située a
328 nm. L'analyse MS? a permis de I’identifier comme acide rosmarinique qui a déja été
identifier chez T. algeriensis par Ziani et al. (2019) et d'autres especes du méme genre
(Pereira et al., 2014 ; Pereira et Cardoso, 2013 ; Afonso et al., 2017). Des dérivés
glycosylés correspondant aux composés 12 et 14, ont été également détectés (Afonso et al.,
2018). Un autre dérivé de l'acide rosmarinique correspondant au composé 19, possede les
caractéristiques spectrales suivantes : m/z de 537, ainsi qu’une absorbance maximale situee
entre 288 et 324 nm dans le spectre UV. L'analyse MS? a montré des fragments a 493 (100),
359 (6) correspondant a la perte de 44 et 178 du poids moléculaire typique de l'acide caffeoyl
rosmarinique (Afonso et al., 2017 ; 2018). Le troisieme composé majeur (17) présente un
[MH] & m/z 461 et un fragment MS? m/z 285 et un spectre UV avec une absorbance maximale
située entre 268 et 324 nm, ce qui a permis son identification au kaempférol-O-dérivée
d'hexuronide. Un autre isomere de ce compose est également apparu en quantité plus faible
(composé 11) et identifié chez T. algeriensis (Ziani et al., 2019) et d'autres especes de Thym
(Afonso et al., 2017 ; 2018). L’analyse par UPHPLC a aussi révéle la présence de I'apigénine-
di-O-hexuronide (composé 5) et I'apigénine-6-C-glucoside-7-O-glucoside (composé 2) ainsi

Eriodictyol-O-hexoside (composé 4).
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Figure 10. Chromatogramme de l'extrait récupiré de T. algeriensis a 280 nm. Les numéros
attribués aux pics sur la figure correspondent aux composés UHPLC-DAD-ESI-MS"
représenteés dans le tableau 7.
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Tableau 7. Identification des composés phénoliques de I'extrait de T. algeriensis par UHPLC-DAD-ESI-MS".

NP Tr (min) UVmax (nm) [M-H]- Composés Ms? fragments majeurs ESI-MS" (m/z)
1 9.7 295sh, 325 179 Acide caféique 135
2 12.0 271,332 593 Apigénine di-C-hexoside 473, 503, 353, 383
3 12.5 283 449 Eriodictyol-O-hexoside (isomere 1) 287
4 131 283 449 Eriodictyol-O-hexoside (isomére 2) 287
5 13.3 269, 322 621 Apigénine di-O-hexuronide 445, 269
6 13.8 ND 477 Lutéoline-O-hexuronide 301, 343, 397
7 144 ND 447 Lutéoline-O-hexoside 285
8 154 282 433 Naringénine-O-hexoside 271, 313
9 15.8 255, 265, 343 463 Quercétine-O-hexoside 301, 300
10 637 Di-O-glucuronide de lutéoline 461, 285
11 16.2 267, 333 461 Kaempferol-O-hexuronide (isomére 1) 285
12 16.9 287sh, 319 521 Hexoside d'acide rosmarinique 359
13 17.3 279, 338 717 Isomere E de l'acide salvianolique 519, 521, 475, 359
571 Acide Yunnaneic E 527, 553, 509
14 18.0 282 719 Acide Sagerinique 359, 539, 521, 341
15 185 268, 334 445 Apigénine-O-hexuronide 269, 175
16 19.0 290sh, 328 359 Acide rosmarinique 161, 197, 179, 223
17 194 268, 340 461 Kaempferol-O-hexuronide (isomeére 2) 285
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18
19
20
21
22
23

19.8
204
215
21.7
21.9
22.0

284

288, 324
287sh, 324
287sh, 324
287sh, 330
287sh, 329

555
537
373
563
717
537

Résultats et discussions

Isomére K de l'acide salvianolique 493, 357, 537

Acide caféoyl rosmarinique (isomere 1) 493, 359, 357

Composé inconnu 161, 179, 355, 197, 329, 311, 175, 223
Composé inconnu 387,531, 489

Acide Salvianolique B 519, 537, 493

Acide caféoyl rosmarinique (isomére 2) 493, 515

NP : numéro du pic ; Tr : Temps de Rétention; sh : épaulement (peak shoulder).
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Par ailleurs, I'analyse UHPLC-DAD-ESI-MS" de S. vebenaca a montré que I'extrait
contenait des dérivés d'acide hydroxycinnamique principalement l'acide rosmarinique et ses
dérivés, ainsi que des flavones (figure 11, tableau 8). La présence de dérivés d'acide
hydroxycinnamique dans I’extrait de S. verbenaca est cohérente avec leur prévalence chez les
especes du genre Salvia (Pereira et al., 2018). Les données spectrales de masse et UV (m/z
359 et A max 328 nm) du composé majeur 13, ont permis de 1’identifier a I'acide rosmarinique
qui a déja été mentionné par Ben Farhat et al. (2013) chez les populations de S. verbenaca.
Par contre, 1I’étude de Kamatou et al. (2008) a rapporté que les espéces Salvia étaient

dépourvues d'acide rosmarinique.

De plus, des dérivés de I'acide rosmarinique correspondant aux composés 6, 7, 8,10 et
11 - présentent des m/z de 517 similaires et sont identifies comme étant des isoméres de
I'acide yunnaneique E qui ont été précedament identifié chez S. officinalis, S. elegans et S.
greggii (Pereira et al., 2018). Un autre deérivé d'acide rosmarinique correspondant au
composé 15 avec un m/z 517 et un spectre UV ayant une absorbance maximale entre 235 et
267 nm, est identifié a I’acide salvianolique B, signalée également chez d'autres espéces du
méme genre (Pereira et al., 2018 ; Martins et al., 2014). Quand aux composés 2, et 3 ; ils
correspondent respectivement a I'acide caféique et son dérivé qui est l'acide caféoyl-malique
qui représente le deuxiéme composé majeur. Cependant, les composés restants appartiennent
a la classe des flavones. Ainsi, le composé 16 qui présente un m/z 285 et un spectre UV dont
I'absorbance maximale est située entre 238 et 273 nm, est provisoirement identifié a la
lutéoline qui a déja été mentionné dans les resultats de Ben Farhat et al. (2013). La forme
glycosylée de ce composé est représentée par le composé 9 caractérisé par un [M-H] a m/z
461 et un fragment MS? & m/z 285 et permettant son identification comme étant la lutéoline
O-glucuronide.Un autre isomere de la luteoline correspond au composé 14. Ces composés ont

également été identifié chez d'autres especes du genre Salvia comme S. officinalis
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(Zimmermann et al., 2011 ; Pereira et al., 2018). Enfin, le composé 5 correpond la lutéoline
3-glucoside-7-glucuronide qui a été précédament identifié chez S. officinalis par Cvetkovik]j

et al. (2013).

Des etudes suggerent que la nature et la composition phénolique des plantes peuvent étre
influencée par de nombreux facteurs environnementaux tels que la qualité du sol, le climat et
le stress, ainsi que les différentes conditions d'extraction et d'analyse (Gulsunoglu et al.,
2019).
900000
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Figure 11. Chromatogramme de I'extrait récupiré de S. verbenaca a 280 nm. Les numéros
attribués aux pics sur la figure correspondent aux composes UHPLC-DAD-ESI-MS"
représentés dans le tableau 8.
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Tableau 8. Identification des composés phénoliques de I'extrait de S. verbenaca par UHPLC-DAD-ESI-MS".

N° CLASS RT UVmax [M-H]" PROBABLE COMPOUNDS MS? MAIN FRAGMENTS

1 HCA 9.3 309 325 Coumaroyl hexoside 163 (100) ,119 (5)

2 HCA 9.6 295sh, 322 179 Caffeic acid 135 (100), 179 (23)

3 HCA 12.3 295sh, 327 295  Caffeoyl-malic acid 179 (100), 133 (51), 135 (5)

4 Fon 131 255, 266, 345 637 Luteolin-di-O-hexuronide 351 (100), 285 (27), 143 (4)

5 Fon 13.8 268, 344 623  Luteolin-O-hexoside-O-hexuronide 285 (100), 605 (33), 447 (23), 337 (9)

6 HCA 141 272 571 Yunnaneic acid E isomer 1 527 (100), 439 (94), 553 (50), 483 (44)

7 HCA 14.9 267 571 Yunnaneic acid E isomer 2 527 (100), 509 (26), 553 (20), 439 (15)

8 HCA 15.3 268 571 Yunnaneic acid E isomer 3 527 (100), 553 (33), 509 (26) ,329 (15)

9 Fon 16.3 255, 257, 344 461 Luteolin -O- hexoside (isom1) 285 (100)

10  HCA 16.5 269 571  Yunnaneic acid E isomer 4 527 (100), 559 (2), 509 (27), 329 (15)

11 HCA 17.2 266 571 Yunnaneic acid E isomer 5 527 (100), 553 (37), 329 (18), 509 (12)

12 HCA 18.1 266 719  Sagerinic acid 359 (100), 539 (42), 521 (28), 341 (23)

13 HCA 19.0 292sh, 327 359 Rosmarinic acid 161 (100), 197 (30), 179 (20), 223 (11)

14 Fon 194 ND 461 Luteolin O- hexoside (isom2) 285 (100)

15  HCA 20.7 280, 305 717 Salvianolic acid B 519 (100), 555 (44), 537 (22), 339 (14), 475
(14)

16  Fon 218 256, 267, 343 285  Luteolin 285 (100), 241 (12), 175 (9)

NP : numéro du pic ; Tr : Temps de Rétention. HCA : acidehydroxycinnamique ;Fon : Flavonol ; sh : épaulement (peak shoulder) ;
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ND : non déterminé.

Résultats et Discussion
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4.2. Analyse des huiles essentielles par CG/MS

L'analyse GC-MS de I’extrait obtenu par hydro distillation a partir de T. algeriensis a
révelé la présence de 32 composés dont 81.9% de I’HE (figure 12 et tableau 9). Les
monoterpenes représentent 70% de ces HE, 65% d'entre eux sont des composes oxygeénes et
10% des sesquiterpenes.

Parmi les composés identifiés, 1’a-terpinéol est obtenu avec une teneur élevee
(20.72%) en comparison avec les résultats d'autres études qui ont rapporté des quantités
moindres (Bendjabeur et al., 2018 ; Rezzoug et al., 2018). Les autres composés majeurs
correspondent au linalol (14.15%), l'acétate de géranyle (12.43%) et le méthyleugénol
(8.68%). Nos résultats sont similaires au taux de linalol (17.62%) obtenu par Ahmed et al.
(2011) en Algérie ; mais différents de ceux trouvés en Tunisie sur la méme espece qui
renfermait comme composé principal I'acétate d'a-terpinyle (47.4%) et le linalol (6.1 %)
(Guesmi et al., 2019). Dautres travaux ont rapporté une composition différente de cette
éspéce avec comme composés majeurs le carvacrol, le p-cymeéne et le y-terpinene (Haziit et
al., 2009 ; Kouache et al., 2017 et Bendjabeur et al., 2018) ; ainsi que le camphre et
I’eucalyptol a Djelfa et la région de Laghouat en Algérie (Benabeda et al., 2017).

Cependant, 1’absence du camphre et la présence de faibles teneurs du thymol et
carvacrol ont été mis en évidence par Zouari et al. (2012) et EI Ouariachi et al. (2014). Ces
composés ont été signalés comme les principaux composes dans les huiles essentielles de T.
algeriensis de différentes zones géographiques (Giweliet et al., 2013 ; Mehalaine et al., 2017
; Bukvicki et al., 2018 ; Bendjabeur et al., 2018).

Les résultats de la présente étude s’averent différents par rapport & ceux d’autres
travaux réalisés sur T. algeriensis. La richesse de cette espéce en o-terpinéol, acétate de
géranyle et linalol peut étre attribuée a la récolte de notre plante en pleine floraison (Khaleel

et al., 2018 ; Guesmi et al., 2019). En effet, le parfum et la composition chimique des huiles
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essentielles varient en fonction de Il'emplacement géoclimatique et des conditions de
croissance. La méme espece peut produire différents composés chimiques responsables
d'activites biologiques différentes (Djilani & Dicko, 2012). Ainsi, Guesmi et al., (2019) et
Hazzit et al. (2009) ont peut montrer que T. algeriensis d'Algéerie présentait un
polymorphisme chimique méme pour des éechantillons différents provenant de la méme
région. Ceci est fortement influenceé par les différents stades de développement de notre plante

qui peut étre considérée comme un nouveau chémotype en dépit de sa composition en HE.

L e 10

A S0

OO OO

Figure 12. Chromatogramme des huiles essentielles de T. algeriensis. Les numéros attribués
aux pics sur la figure correspondent aux composés CG/MS représentés dans le tableau 9.
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Tableau 9. Composition chimique en huiles essentielles de T. algeriensis. L'abondance relative est présentée en mg/g + SD et % + SD.

NP RlvuT RI cal Composés mg/g % Références
Monoterpéne oxygéné
1 1468 1551 Oxyde furanique de linalol 0.58+0.16 0.19+0.02
2 1222 1607 1.8-cinéole 0.78+0.01 0.25+0.04
3 1440 1634 Trans-linalooloxyde 0.42+0.11 0.13+0.01
4 - 1679 a-compholénal 0.69+0.23 0.22+0.04
5 1555 1581 Linalool 43.90+4.41 14.15+0.70
6 1580 1656 Fenchol 0.47+0.28 0.15+0.07
7 1608 1723 Terpinéol-4 3.70+0.79 1.18+0.08
8 1661 1696 Estragole 5.23+0.43 1.69+0.11 Kim & Park. (2008);
9 1620 1723 d-terpinéol 0.49+0.11 0.16+0.01 Janoskova et al. (2014);
10 1732 1848 a-terpinéol 64.34+7.25 20.72+0.78 Lasekan & See. (2015);
11 1782 1625 Nérol 1.53+0.50 0.49+0.09 Wang et al. (2016) ;
12 - 1753 Trans-carvéol 1.14+0.20 0.37+0.01 Cheong et al. (2012);
13 1781 1820 p-cymen-8-ol 2.64+0.47 0.85+0.02 Cheong et al. (2011);
14 1871 1862 Géraniol 10.38+1.39 3.34+0.05 Fischer et al. (2008);
15 - 2229 Méthyl eugenol 26.99+3.39 8.68+0.21 Schreiner et al. (2018);
16 2179 2456 Eugénol 3.39+0.01 1.10£0.17 Santos et al. (2019
17 2223 2326 Thymol 1.53+0.07 0.5040.10
18 2156 2418 Carvacrol 2.05+0.02 0.67+0.11
Ester
19 - 1790 Acétate d'a-terpinyle 13.53+1.76 4.35+0.09
20 1737 1786 Acétate de géranyle 38.66+4.96 12.43+0.27
Sesquiterpenes
21 1528 1660 a-copaene 0.98+0.16 0.31+0.01
22 1638 1623 B-caryophylléne 10.56+1.09 3.40+0.16
23 1642 1594 a-humuléne 5.01+0.56 1.61+0.06
24 1712 1828 a-selineéne 2.17+0.31 0.70+0.00
25 - 1863 1-mentheén 0.88+0.14 0.28+0.00
26 1823 1907 Germacréne B 1.51+0.03 0.49+0.08
27 1992 2192 Oxyde de caryophylléne 3.41+0.42 1.10+0.03
28 2071 2587 Spathulénol 0.83+0.18 0.26+0.02
Total 259.79+0.89 81.90+2.34
Monoterpéneols 70
Sesquiterpénoides 10
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5. Activités antioxydants in vitro des extraits des deux plantes

Les composés phénoliques peuvent exercer leur action antioxydant via plusieurs
mécanismes, soit en donnant de I'nydrogéne ou des électrons ou bien en chélatant les métaux
(Hussain et al.,, 2016). Dans ce contexte, les propriétés antioxydants des extraits
hydrométhanoliques de T. algeriensis et S. verbenaca, ainsi que I’huile essentielle de T.

algeriensis sont testés in vitro en utilisant différentes méthodes.

5.1.Activités antioxydants de I’extrait hydrométhanolique de T.algeriensis
L'extrait hydrométhanolique de Thymus algeriensis a montré des ICso de 7.4 + 0.3 et

206.6 + 0.3 pg/mL et 192.7 £ 3.5 vis-a-vis du DPPH", ABTS™" et H,O, respectivement
(tableau 10), suggérant un mécanisme de transfert d'hydrogéne par les composes
phénoliques. Pour le DPPH’, cette activité est comparable a celles de 8.9 et 68.8 ug/mL
rapportées par Jaouadi et al. (2019) pour les extraits méthanoliques de différents écotypes de
T. algeriensis. L'activité de piégeage de DPPH" obtenue est similaire a celle rapportée par
Megdiche-Ksouri et al. (2015), mais elle est inférieure a celle enregistrée par Khled
Khoudja et al. (2014) et Boulanouar et al. (2013) de 10 et 150 pug/mL respectivement, en
supposant que les conditions expérimentales étaient standard selon la bibliographie. Ceci est
probablement d a la faible quantité de composes phénoliques dans les extraits (19 g EAG/KQ)

en comparaison avec celle obtenue dans le présent travail (70 g EAG/kQ).
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Tableau 10. Activités antioxydants in vitro de I’extrait hydrométhanolique de T. algeriensis.

Activité antioxydants TACE BHA gﬁ](l:iigﬁe n x:;':ue EDTA
DPPH" ICso (ng/mL) 7.4°+0.3 1.9°+ 0.3 0.5+ 0.0 14.19+ 0.5 -
ABTS" ICsp (ug/mL) 206.6°+3.0  41.1°%0.8  58.3°+35  57.5°+0.2 -
H202 ICso (ug/mL) 192.7°+35  80.8°+26 2787476 1165425 -
Chélation du fer 1Cso (ug /mL) 512.3°+ 0.4 - - - 22.6°+1.2
AAPH ICs (ng/mL) 72.6°+ 7.5 28.4*+ 0.9 26.92+14 37.6*+£29 -
B-caroténe AA (%) 90.33+25 96.9°+23  71.7°+5.0 - -
TAC (ug AAE/mg) 267.7°+35 385.8°+2.6 721.98+16.0 - -
FRAP (mmol FeSO4/mg) 5.3+ 0.0 16.0°+ 0.01 37¢+0.2 18.6°+ 0.1 -

TACE : extrait brut de T. algeriensis ; Les valeurs sont exprimées en moyennes + SD (n=3). Lettre
différente dans la méme ligne indiquant une différence significative (P<0.05).

De plus, la décoloration du B-carotene est fortement ralentie par I’extrait de cette
plante avec une activité antioxydant relative de 90.3 £ 2.5 % a 2 mg/mL, similaire a celle du
BHA. Cet effet est aussi observé contre le radical pyroxyle généré par le thermo-
décomposition de I’AAPH. Dans ce test, le radical pyroxyle médie I'oxydation lipidique de la
membrane des globules rouges et conduit par la suite a I’hémolyse. L’extrait
hydrométhanolique de T. algeriensis possede un potentiel antioxydant puissant contre les
radicaux peroxyles avec une ICso de 72.6 = 7.5 pg/mL, induisant la protection de la
membrane phospholipidique des globules rouges contre la peroxydation lipidique. Cet extrait
a également montré un pouvoir réducteur du phosphate-molybdene (VI) en phosphate-
molybdene (V) avec une activitt de 267.7 + 35 pg EAA/mg. Ainsi, I’extrait
hydromethanolique de T. algeriensis a monté une activité relative a réduire les inos ferreux
(5.3 £ 0.0 mmol FeSO4.7H20 eg/mg), sa capacité de réduction peut étre expliquée par des

mécanismes de transfert d'électrons. En plus, il est capable d’inhibé la formation du complex

ferrozine-Fe?*, avec une activité chélatrice de 512.3 + 0.4 ug/mL.
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Nos résultats ont permis de conclure de maniére générale que 1’activité antioxydant
totale de I'extrait hydrométhanolique de T. algeriensis est importante en comparaison avec
I’antioxydants naturel (I'acide gallique) et synthétique (BHA) avec un TAC de 721.9 +16.0 et
385.8 + 2.6 ug EAA/mg respectivement. Des valeurs de TAC similaires ont été rapportées

dans I'étude de Khled Khoudja et al. (2014) sur I'extrait éthanolique (80%) de T. algeriensis.

5.2. Activités antioxydants de I’extrait hydrométhanolique de S. verbenaca

Les résultats des différentes activités antioxydants de I'extrait hydrométhanolique de S.
verbenaca sont illustrés dans le tableau 11. Cet extrait a montré une bonne activité
antiradicalaire contre les radicaux libres synthétique ABTS™" et DPPH", avec une ICsy de
239.9+ 2.2 et 7.5 £ 0.5 pg/mL respectivement. Cette derniére s’avére plus importante
comparée a celle de 25.11 a 40.91 pg/mL de différentes populations de cette espece signalées
par Ben Farhat et al. (2013) et de 72.5 pg/mL trouvée par Belkhiri et al. (2017). Ces
valeurs étant élevées sont significatives d’une faible activité. D’autre part, I’effet antioxydant
vis-a-vis du radical ABTS™" est similaire aux résultats de Ben Farhat et al. (2013) ayant
obtenu des ICso variants de 120.11 a 287.81ug/mL. Dans le test FRAP, I’extrait de S.
verbenaca a aussi la capacité de réduire les ions Fe®* en ions Fe?* avec une activité de 4.3 +
0.06 mmol FeSO4. 7H20 eq/mg d'extrait qui est moins significative par rapport aux résultats
de Ben Farhat et al. (2013) ayant trouvé un meilleur pouvoir réducteur de 101.46-142.07
mmol Fe (I1)/mg. Ce dernier est lié a la forte teneur en polyphénols totaux de 55.49-136.33 g
EAG/Kg par rapport a notre résultat (49.4 g EAG/KQ).

De plus, I’extrait de S. verbenaca a montré un pouvoir antioxydant total important de
231.8 £ 7.3 ug EAA/mg , et efficacement retardé le blanchiment du p-caroténe soit en
piégeant les radicaux peroxyles genérés par l'auto-oxydation de I'acide linoléique, ou bien en
protégeant 1’oxydation de l'acide linoléique. L’activité antioxydant relative est de 77.1 £ 7 %

aussi efficiente que celle de I’acide gallique (71.7 £ 5.0 %).
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Cet extrait a également capable de protéger la membrane des érythrocytes en inhibant
les radicaux pyroxyles générés par la thermodécomposition de I'AAPH. Une ICso de 111.1 +
7.5 pg/mL est obtenue dans cet essai ex-vivo est inférieure a celle des standards utiliseés.

L’activité chélatrice est trés importante du fait qu’elle réduit la concentration des
métaux de transition catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler
I’oxydation des lipides par la réaction de Fenton, et accélére également cette oxydation en
décomposant les hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour
entretenir la réaction de peroxydation lipidique. L’extrait de S. verbenaca possede une activité

chelatrice significative avec une ICso de 189.2 + 7.9ug/mL.

Tableau 11 : Activités antioxydants in vitro de I’extrait hydrométhanolique de S. verbenaca.

Activités antioxydants SVCE BHA AG. AAs EDTA
DPPH"ICso (Hg/mL) 7.5°+05 1.9+ 0.3 0.5+ 0.0 14.1°+0.5 -
ABTS™ ICso (Mg/mL) 239.9°+ 2.2 41.12+0.8 58.32+ 3.5 57.5%+ 0.2 -
H202 1Cso (ug/mL) 851.6% 4.4 80.8°+26  278.7°+7.6 1165°+25 -
Chélation du fer ICso (ug /mL) 189.2°+ 7.9 - - - 22.6°+1.2
AAPH ICs (ug/mL) 111.1°+ 7.5 28.4°+ 0.9 269°+14 37.6°+29
B-carotene AA (%) 77.1°+7 96.9°+23 71.7°%+5.0 -

TAC (ug AAE/mg) 231.8°+ 7.3 385.8"°+2.6 721.9°+16.0 -
FRAP (mmol FeSO./mg) 4.3%+ 0.06 16.0°+£0.01 37.0°+0.2 18.6°+0.1

SVCE : extrait brut du S. verbenaca ; A.G : acide gallique ; A.As : acide ascorbique. Les valeurs sont
exprimées en moyennes = SD (n=3). Lettre différente dans la méme ligne indiquant une
différence significative (P<0.05).

A partir de lI'analyse UHPLC des composés phénoliques de T. algeriensis et de S.
verbenaca, et des activités observées on peut considérer que les activités des deux extraits
peuvent étre attribuées a leurs composés phénoliques. Notamment, I’acide rosmarinique et ses
dérivés, le lutéoline O-glucuronide , I'apigénine-6-C-glucoside-7-O-glucoside qui sont connus

pour leurs propriétés antioxydants (Lu & Foo, 2001 ; Alagawany et al., 2017).
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De méme pour l'acide caffeoyl malique (Daels-Rakotoarison et al., 2000) et les
dérivés de I'acide férulique (Zheng et al., 2019, Deghima et al., 2020) sont bien connus pour
étre de puissants antioxydants contre plusieurs espéces réactives. L'acide rosmarinque est un
antioxydant plus efficace que certains flavonoides comme les flavonoides glycosylée
(lutéoline-7-glucuronide, apigénine-6,8-di-C-glucoside), il a une structure catéchol (possede
deux hydroxylgroupes en position ortho) qui en font un antioxydant puissant, la glycosylation
des flavonoides peut bloquer les groupes hydroxyles responsables de I'activité antioxydant

(Lu & Foo, 2001).

5.3. Activites antioxydants des huiles essentielles de T. algeriensis

Les huiles essentielles de T. algeriensis ont montré un effet anti-radicalaire dose-
dépendant avec une ICso relativement éleve de 2.4 + 0.11 et 2.9 £ 0.2 mg/mL vis-a-vis des
radicaux libres DPPH' et ABTS™" respectivement (tableau 12), et qui est moins significatife
que celle de I’antioxydants standards utulisé. Ces huiles essentielles sont plus efficaces pour
piéger le H2O, avec une ICso de 500.5 + 20.4 pg/mL, qui est en accord avec le résultat de
Hazzit et al. (2009) ayant constaté que les HE de T. algeriensis sont efficaces contre certains
radicaux libres excepté le DPPH". Ceci peut étre attribuée a I'absence totale ou aux faibles
quantités de certains composés comme le thymol et le carvacrol qui sont dotés d’un pouvoir
antioxydant important (Hazzit et al., 2009). Les résultats ont également démontré que les HE
de T. algeriensis contiennent des composés qui peuvent agir comme donneurs d'atomes
d'hydrogeéne, leur permettant de neutraliser les radicaux libres.

L’évaluation du pouvoir réducteur et la capacité antioxydant totale des HE de T.
algeriensis a monté une faible activité de réduction des ions ferrique avec une valeur de 0.2 +
0.01 mmol FeSO4.7H.0/mg, mais il reste efficace et réduit les ions molybdates et présente
une capacité antioxydants totale élevée (313.9 = 2.6 mg AAE / mg). Par rapport a nos

résultats, Hazzit et al, (2009) et Rezzoug et al. (2019) ont également signalé une faible
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capacité de réduction de I’ion ferreux de la méme espéce récoltée dans différentes régions
d'Algérie. Dans leur étude, ils ont lié la faible capacité de réduction de I’'HE de T. algeriensis
a sa pauvreté du thymol ou du carvacrol en raison des substitutions d'hydroxyle dans leurs
cycle aromatique, par rapport aux especes a forte quantité de thymol et de carvacrol, les
espéces avec une faible quantité des deux composés enregistrés une faible capacité de

réduction.

Tableau 12 : Activités antioxydants in vitro de 1’huile essentielle de T. algeriensis.

Activités antioxydants TAHE BHA AG A.As EDTA
DPPH"ICs (ng/mL) 2442.9°+119.8 1.9+ 0.3 0.58+£ 0.0 14.1°+ 0.5 -
ABTS™ ICso (Mg/mL) 2920.2° +205.7  41.1°+0.8 58.32+ 3.5 57.5+ 0.2 -
H2021Cso (Mg/mL) 500.5% + 20.4 80.82+ 2.6 278.7°+ 7.6  116.5°+25 -
Chélation du fer ICso (ug /mL) >10 mg - - - 22.6x£1.2
AAPH ICso (ug/mL) nd 284+ 09  269°+14  37.6°+29 -
B-carotene AA (%) 55.5¢+£5.2 96.99+ 2.3 71.7°+5.0 - -
TAC (ug AAE/mg) 313.9°+26  3858°+26 721.9+16.0 - -
FRAP (mmol FeSO4/mg) 0.2¢+0.01 16.0°+ 0.01 378+ 0.2 18.6°+ 0.1 -

TAHE : huiles essentielles du T. algeriensis ; A. G : acide gallique ; A.As : acide ascorbique ; Les
valeurs sont exprimées en moyennes + SD (n=3). Lettre différente dans la méme ligne indiquant une
différence significative (P<0.05).

Les HE de T. algeriensis ont inhibé le blanchiment du B-caroténe apres 24 h et ’activité
antioxydant relative est de 55.5 % a 5 mg/mL. Ces huiles essentielles n’ont montré aucune
capacité a chélater les ions ferreux dans le test de chélation du fer aux différentes
concentrations testées (1-10 mg/mL). Ce qui est en accord avec d'autres études sur d'autres
especes telles que T. marschallianus et T. proximus appartenent au méme genre botanique
(Jia et al., 2010). Par contre, Zouari et al. (2012) ont rapporté une activité intéressante de
chélation du fer pour I'HE de T. algeriensis extraite a la fois au stade végétatif et en pleine

floraison. L’activité de I’HE de T. algeriensis dans la presente étude peut étre attribué a ses

principaux composés majeurs tels que l'a-terpinéol, le linalol, I'acétate de géranyle et le
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méthyleugénol qui sont connus comme étant de puissants agents antioxydants. 1l convient de
noter que l'a-terpinéol seul a montré une faible activité antioxydant dans le test DPPH", mais
est efficient contre les radicaux peroxyles (Khaleel et al., 2018) et H.O> comme la montré
notre étude. Le linalol est un excellent piégeur de peroxyde d'hydrogéne (Jabir et al., 2018) et
I'acétate de géranyl a présenté un profil redox mixte capable a la fois de prévenir la

péroxydation lipidique et piéger les radicaux hydroxyles (Quintans-Junior et al., 2013).

6. Activités biologiques in vivo et ex vivo

6.1. Effet larvicide sur les larves Artemia salina

Ce test est largement utilisé pour évaluer la cytotoxicité des extraits de plantes et
d’autres composés chimiques (Ghisalberti, 2008), et il a été démontré que les CLs0<1000
ug/mL sont significatives d’un effet potentiellement toxique selon Meyer et al. (1982).

La toxicité vis-a-vis des larves d’Artemia salina n’a été testée qu’avec les extraits
hydrométhanoliques de T. algerensis et S. verbenaca, compte tenu de la faible solubilité des
huiles essentielles en solution aqueuse. Les résultats du tableau 13 révélent que le taux de
mortalité des larves d'A. Salina est dose-dépendant avec un pourcentage allant de 17 a 100%
aux doses 1 a 500 pg/mL pour les deux extraits hydromethanoliques. Ainsi, les deux extraits
ne sont toxiques vis-a-vis des larves a la concentration de 1 pg/mL (effet non larvicide).
Cependant, testés aux doses 100 a 200 pg/mL, ils ont montré un effet larvicide modéré et se
sont avérés extrémement larvicides a 500 pg/mL. Les CLso obtenues sont 41.7+ 2.3 et 30.0 +

5.4 ug/mL pour les deux extraits T. algeriensis et S. verbenaca respectivement.
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Tableau 13. Effet des différentes concentration et concentration létale (CLso) des extrait
hydrométhanolique de T. algereinsis et S. verbenaca sur Artemia salina. Les valeurs de la
CLsp sont exprimées en moyenne = SD (n = 3).

Controéle

Concentration  (DMSO) S. verbenaca T. algeriensis
(ng/mL) Mortalité ~ Mortalité  Prob ClLso Mortalité Probit CLso
(%) (%) it (Hg/mL) (%) (Hg/mL)

0 0 0 - 0 -
1 17 4.04 17 4.06

10 22 4.23 23 4.11

50 52 504 300+54 45 497 41.7+23

100 74 5.65 72 5.76

500 100 - 100 6

L’effet larvicide avec des CLso Supérieurs a nos résultats a été également signalée pour
d'autres especes Thymus et Salvia telles que T. serpyllum (Ur-Rehman et al., 2009), T.
zygioides (Kaska et al., 2018), S. spinosa (Bahadori et al., 2015) et S. clandestine (Et-Touys

etal., 2016).

6.2. Toxicité aigué

L’étude de la toxicité des extraits et des huiles essentielles peut fournir des
informations clés aux professionnels de santé, des industries alimentaires et pharmaceutiques
afin de maximiser les effets bénéfiques de leurs utilisations tout en minimisant le risque pour
les utilisateurs (Vostinaru et al., 2020).

La toxicité aigue des extraits hyrométhanoliques de T. algeriensis et S. verbenaca est
et ’'HE de T. algeriensis réalisée en admistrant une dose limite de 2000 mg/kg aux les souris
et en surveillant leur effet pendant 14 jours. Trente minutes aprés 1’administration orale des
huiles essentielles de T. algeriensis (2000 mg/kg pc), des signes visibles de toxicité sont
obbserves chez les groupes de souris traités. Ces signes comprennent une hypoactivité, une
ataxie, des douleurs abdominales et des polypneées, et certains individus ont présenté des

troubles de motilité et des convulsions. Les effets ont duré deux heures, puis les symptémes
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ont progressivement disparu aprés quatre heures, Les souris étaient en bonne santé durant les
14 jours d'observation accompagné d’une augmentation de poids corporel (6.1 = 0.1 g)

(tableau 14).

Les deux extraits hydrometanoliques n'ont pas provoqué de mortalité, ni aucuns signes
visibles de toxicité, de diarrhée, d’excitation, d’ataxie, de polypnée, d’haletement, de douleur
abdominale, d’hypoactivité ou coma au cours des quatres premieres heures. Les souris étaient
en bonne santé durant les 14 jours d'observation, mais une augmentation de 8.3t 0.4 get 9.1 +
1.1 g de leur poids corporel est enregistré pour T. algeriensis et S. verbenaca respectivement

en comparaison avec le groupe témoin (tableau 14).

Selon I'étiquetage chimique et la classification de la toxicité systémique aigué basée
sur les valeurs de DLso orales recommandées par le Systéme d’harmonisation mondiale de la
classification et de I'étiquetage des produits chimiques (GHS), nous pouvons estimer que la
DLso est supérieure a 2000 mg/kg et entre dans la catégorie 5 avec une toxicité aigué
relativment faible (2000 a 5 000 mg/kg de poids corporel) et un seuil de DLsp = 2500 mg/kg

de poids corporel.

Nos résultats sont compatibles avec ceux des CLso obtenues dans le test de Iétalité sur
1I’Artemia Salina (brine shrimp : 41.7+ 2.3 et ug/mL pour T. algeriensis et 30.0 £ 5.4 pg/mL
pour S. verbenaca). Selon Logarto et al. (2001), il existe une bonne corrélation entre la CLsg
du test de Iétalité sur I’Artemia Salina et la DLso du test de toxicité orale aigué chez les souris.
Une CLso> 25 pg/mL correspond & une DLso entre 2500 et 8000 mg/kg. Par conséquent, le
test de létalité sur I’Artemia Salina et la toxicité aigué chez la souris indiquent que l'extrait de

T. algeriensis et S. verbenaca est sans danger aux doses étudiées.

Les fonctions hépatique et rénale sont importantes pour la survie des animaux, leurs

disfonctionnement et Iésions peuvent étre mesurées par analyses biochimiques sérique. En
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raison de leur sensibilité a différents types de lésions hépatiques, I'aspartate aminotransférase
(AST), I'alanine aminotransférase (ALT) et la phosphatase alcaline (ALP) sont estimées dans

le sérum des groupes traités et non traités.

Tableau 14. Poids des souris traitées par les huiles essentielles T. algeriensis, les extraits
hydrométhanoliques de S. verbenaca et T. algeriensis a une dose limite (2000 mg/kg pc).

Poids Controle TACE SVCE TAHE

Poids initial (g) 221+08 21.8+0.7™ 21.6+0.0™ 22.6+£0.1™

Gain de poids corporel 2.9+0.1 8.3+ 0.4* 9.1+11* 6.1+0.1*

TACE : extrait brut de T. algeriensis; SVCE : extrait brut de S. verbenaca; TAHE : huiles

essentielles de T. algeriensis. Les résultats de chaque extrait sont comparés avec le contréle.

(*) : Différence significative (p<0.05).

Comme c’est indiqué dans le tableau 15, les groupes traités par 1’extrait
hydromethanolique de T. algeriensis et S. verbenaca ont montré des taux de 54 + 10 et 69 +
12 UI/L d’AST, 86 + 12 et 85 85+ 5 UI/L d'ALP similaires a ceux du groupe témoin, tandis
gu'une légere augmentation de 64 + 7 UI/L du taux d'ALT est enregistrée dans le groupe traité
avec l'extrait de S. verbenaca, et qui est 1.4 fois plus élevée par rapport a celle du groupe
témoin. L'ALT n'est pas un parametre spécifique au tissu hépatique, mais existe en teneurs
élevées dans le cytoplasme des hépatocytes par rapport a d'autres tissus. Une augmentation de
cette enzyme de 3 fois de sa valeur normale peut étre considérée comme indicateur des lésions
hépatocellulaires irréversibles, alors que des valeurs inférieures a deux fois de la valeur
normale comme tels que trouvés dans la présente étude peuvent indiquer des lésions
hépatiques réversibles (Hall, 2012). Les données du tableau 15 montrent une augmentation
significative de 113.3 £ 3.9 UI/L du taux de la phosphatase alcaline (ALP) chez les souris
traitées avec les huiles essentielles T. algeriensis par rapport au groupe témoin (90 + 5 UI/L).
L’ALP n'est pas une enzyme hépatique exclusive et l'augmentation de son taux n’est pas

directement liée a des lésions hépatiques, car elle peut provenir d'autres tissus tels que les
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reins, l'intestin et les os (Arika et al., 2016) ; En ce qui concerne les aminotransférases AST

et ALT, leur taux n’est pas modifié par rapport au groupe témoin.

Tableau 15. Parameétres biochimiques du plasma des souris traitées par les huiles essentielles
T. algereinsis, les extraits hydrométhanoliques de S. verbenaca et T. algereinsis a une dose
limite (2000 mg/kg pc).

Parametres sanguins Controle TACE SVCE TAHE
ALP (UI/L) 90+ 5 86 "™+12 85"+ 5 113.3*+ 3.9
AST (UI/L) 71.4+3.6 54" +10 69 "+12 76.1"+7.0
ALT (UI/L) 455+2.8 478"+ 7 64* £7 47.7°+ 4.8
Urée (mmol/L) 27.9+0.8 28.7™+ 2.2 26™+ 6 19.2*+£0.2
Créatinine (mmol/L) 42.2+7.6 38.4™+ 0.0 60™+10 53.8™ + 0.0

ALP : Phosphatase alcaline; AST : aspartate aminotransférase : ALT : alanine aminotransférase.
TACE : extrait brut de T. algeriensis; SVCE: extrait brut de S. verbenaca; TAHE : huiles
essentielles de T. algeriensis. Les résultats de chaque extrait sont comparés au contrdle. (*) :
différence significative (p<0.05).

L’évaluation de la fonction rénale a été effectuée en estimant les niveaux d'urée et de
créatinine. En effet, ces parametres ont des valeurs élevées en cas d’altération du mécanisme
de la filtration rénale, reflétant un dysfonctionnement rénal (Delanaye et al., 2017). Nos
résultats ont montré que le taux d’urée et de créatinine des souris traitées par ’extrait de T.
algeriensis et S. verbenaca sont similaires a ceux du groupe témoin. Cependant, chez le
groupe traité par les huiles essentielles de T. algeriensis, le taux d’urée a diminué de maniére
significative par rapport au groupe non traité. Globalement, les deux extraits et les huiles
essentielles n'ont pas altéré les marqueurs biochimiques sériques du foie et des reins, ce qui
refléte I’innocuité des deux plantes & des doses tres élevées (2000 mg /kg poids corporel).

L’étude histologique du foie des animaux témoins a révélé que le tissu présente un
aspect normal avec un parenchyme et des espaces sinusoidaux normaux. Il en de méme pour
les reins qui possedent une architecture cellulaire normale avec des glomérules bien définis et
des tubules normaux (figurel3). Ceci est également observé dans le cas de la micrographie du

foie et des reins des souris traitées par I’extrait de T. algeriensis. D’autre part, dans 1'examen
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microscopique du tissu hépatique et des reins des souris traitées par les huiles essentielles de
T. algeriensis, I’architecture générale de ces tissus est conservée avec absence de congestion
vasculaire, d'infiltrat inflammatoire et de nécrose. Ces résultats sont similaires en
comparaison avec ceux du groupe témoin (figurel3). Ce qui confirme que l'augmentation
observée du taux d'ALP n'était pas liée aux lésions hépatiques.

Dans les micrographies du foie des souris traitées par S. verbenaca (2000 mg / kg pc),
une morphologie conservée apparait dans les tissus hépatiques avec un parenchyme et des
espaces sinusoidaux normaux, un aspect similaire a celui du groupe témoin (figurel3).
Aucune lésion visible n'est trouvée dans les examens histopathologiques des organes
provenant de souris traitées par S. verbenaca, sauf la présence d’une congestion vasculaire sur
la micrographie hypatiques (figurel3). Nous avons observé une morphologie conservée des
reins avec des glomérules adéquats et des tubules normaux, mais constaté une légere
congestion glomérulaire (figurel3). La présence de congestion dans le foie et les reins peut
étre le résultat de I'action de vasoconstriction induite par I'extrait de S. verbenaca sur la paroi
des vaisseaux sanguins (Pratt & Diez, 2018). Dans ce cas, nous pouvons suggérer que les
huiles essentielles de T. algeriensis et son extrait hydrométhanolique ainsi que 1’extrait de S.
verbenacane ne présentent aucune toxicité aigué. Ceci est confirmé par I’absence d’effet
toxique au niveau histopathologique et de la chimie clinique aprés une administration d’une

dose limite.
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Figure 13. Coupes histologiques du foie et des reins des souris traitées par les huiles
essentielles de T. algeirensis, des extraits hydrométhanoliques de T. algeriensis et S.
verbenaca a une dose unique (2000 mg / kg pc), et le controle (x 40). H : hépatocytes ; V :
veine ; G: glomérule; Tp: tubule proximal; Td: tubule distal.

6.3. Toxicité subaigué

Les données obtenues par 1I’étude de toxicité aigué ont une signification clinique
limitée car elles ne refletent pas les effets cumulatifs aprés administration répétée des
échantillons. Pour cette raison, une étude de toxicité subaigué a été réalisée sur les extraits des
deux plantes évaluer leurs effets cummulatives afin de fournir plus d'informations pour la
sécurité humaine et en particulier dans le développement de médicaments.
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Les résultats de cette étude sont répertoriés dans le tableau 16. Aprés Il'administration
quotidienne de I’extrait hydrométhanolique de T. algeriensis et S. verbenaca a des doses de
200, 400 et 800 mg/kg pendant 21 jours consécutifs, tous les animaux ont survécu et étaient
stables jusqu'au jour du sacrifice. De plus, aucun signe cliniqguement décelable, ni de toxicité
n'a été observé. Cependant, la croissance des souris n’est pas affectée, étant donné qu’une
différence stastiquement significative sur I’évolution de leur poids est enregistrée par rapport
au groupe témoin (tableau 16).

D’autre part, le changement du poids des organes est I’un des indicateurs sensibles de
la toxicité qui suggeére la possibilité d'une hypertrophie d’un organe cible tandis que sa
diminution est la conséquense d’une nécrose (Ugwah-Oguejiofor et al., 2019). Ainsi, Le
poids relatif du foie et des reins pour tous les groupes traités (tableau 15) était similaire par
rapport au groupe témoin. Dans le cas des groupes traités par 1’extrait de T. algeriensis, une
augmentation significative du poids relatif du foie n’est observée qu’a la dose de 800 mg/kg
de poids corporel reflétant donc une hypertrophie hépatique. Cette derniére peut étre induite
par de nombreux facteurs, notamment l'altération de I'état redox, du metabolisme lipidique,
ainsi que la morphologie hépatocellulaire cytoplasmique et nucléaire (Hall et al., 2012).
Néanmoins, nos résultats ont montré que I’hypertrophie de cet organe n’est pas dose-
dépendante et n’est accompagnée d’une augmentation significative du taux d'ALT ou de

Iésions hépatobiliaires caractérisées par des taux trés élevés d'AST et d'ALP.

Par conséquent, nous pouvons suggeérer qu’il ne s’agit pas d’un effet indésirable causé par le
traitement par 1’extrait de T. algeriensis mais peut étre une réponse métabolique adaptative
hépatique a un xenobiotique qui est représenté par I’extrait de cette plante (Hall et al., 2012).
Par conséquent, les composes de I'extrait hydrométhanolique de T. algeriensis et S. verbenaca

ne sont pas nocifs pour le foie et les reins (tableau 16).
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Tableau 16. Poids corporel, poids relatif du foie et des reins des souris traitées par l'acide
ascorbique, les extraits hydrométhanoliques de T. algeriensis et S. verbenaca a différentes
doses.

Poids relatif des reins

Traitemgnt Poids corporel (g) Poids relatif du foie (g/kg) (g/ka)
Dose/Kg/jour /g SVCE TACE SVCE TACE SVCE
200 mg 6.78+0.84°  7.9°+0.8 42994218 45606  12.22+0.90°  13.4%+0.7
400 mg 6.98+0.87°  7.1°%#11  47.98+1.77%  46.6°+17 125140870  12.5%+05
800 mg 6.97+0.97°  57°20.7  53.12+41.19° 433423  13.14+05%°  12.4%+05
AAscorbique  8.96+0.95° 89214  4253+1.10° 425411  11.04+1.03%  11°+0.4
Controle 8.77+1.14°  87°+1.0  44.45+160° 445416 13224058  13.2%+06

TACE : extrait brut de T. algeriensis ; SVCE : extrait brut de S. verbenaca. Les valeurs sont exprimées
en moyenne + erreur standard de la moyenne (n = 7). Les valeurs dans la méme colonne avec une
lettre différente sont significativement différentes (P<0.05).

D’autres paramétres comme les protéines totales du foie sont un autre indicateur de la
fonctionnalité hépatique et dont la diminution provoque une lésion hépatique, tandis que les
transaminases sont des indicateurs de l'intégrité des hépatocytes (Hall, 2012). Dans notre
expérience, I’analyse biochimique n’a révélé aucune diminution du taux des protéines totales
dans le tissu hépatique, suggérant que la fonctionnalité du foie n’est altérée par le traitement.
Comme le montre les tableaux 17 et 18, une augmentation non-significative des protéines
hépatiques de 122 + 18 a 136 + 10 mg/g de tissu est enregitrée chez les groupes traités par T.
algerensis, mais qui est significative de 136 + 11 a 168 + 17 mg/g de tissu chez les souris
traitées par I’extrait de S. verbenaca par rapport au groupe témoin (98 + 8 mg/g de tissu). Ceci
pourrait s’expliquer par une réponse adaptative du foie pour métaboliser I'extrait, en élaborant
les enzymes de la phase | et 1l qui sont impliquées dans la conjugaison et 1’excrétion de
I’extrait (Ennulat et al., 2010) ; ou bien par une synthese accrue des protéines du systéeme
antioxydants comme la CAT et le GSH. Apres trois semaines de traitement des animaux avec
I'extrait de T. algeriensis, 1’exploration de la fonction hépatique par une détermination de
I’activité des transaminases sériques a révelé que I’activité des enzymes AST et ALT variait
de 67 +3a94 £5Ul/L et de 35+ 3a67 =+ 3 UI/L respectivement, mais reste similaire a

celle du groupe témoin (tableau 17). Une réduction significative de 1’activité de 1’enzymz
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ALP est observée pour tous les groupes traités par rapport au groupe témoin. Cette enzyme est
également présente dans les cellules recouvrant le canal biliaire du foie et dont le taux élevé
est caractéristique des maladies cholestatiques du foie. Les taux normaux d’ALP, d'AST et
d'ALT indiquent que I'extrait hydrométhanolique de T. algeriensis ne présente pas de toxicité

subaigue pour le tissue hépatique (Shehab et al., 2015).

Tableau 17.Paramétres biochimiques des souris traitées par I'acide ascorbique et
différentes doses de I’extrait hydrométhanolique de T. algeriensis, et du groupe non traité.

Protéines Bilan hépatique Bilan rénal
Traitement |
totales (UI/L) (mg/dL)
Dose/Kg/jour a i _

(mg/g tissu) AST ALT ALP Urée Créatinine
200 mg 1222+18 94245 35P+3  107°#3  21%+0.8 0.16"+0.03
400 mg 137247 86%+3 36°+3 924 20%0+1 0.22%0+0.03
800 mg 13610 679+3 67°+3 97245 18°+1 0.23%+0.02
A.ascorbique 13811 102245  49°+7 86°+3 40°+2 0.38°+0.02
Controle 98°+8 780015 524 141°#3 23%+1 0.30%+0.02

AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; ALP: phosphatase alcaline ;
A.ascorbique : acide ascorbique. Les valeurs sont exprimées en moyenne * erreur standard de la
moyenne (n = 7). Les valeurs dans la méme colonne avec une lettre différente sont
significativement différentes (p<0.05).

D’autre part, I'extrait de S. verbenaca testé aux mémes doses sur les souris, n'a pas
provoqué de changements significatifs de 1’activité des enzymes Ssériques AST et ALT par
rapport au groupe non traité (tableau 18), tandis que celle de I'ALP a significativement
diminué de 136 £ 3298 £ 5 UI/L. Il est a noter qu’une augmentation du taux d’ALP n'est pas
exclusive des troubles hépatobiliaires (lésion cholestatique), car cette enzyme peut étre

également élaborée dans les os, I'intestin (Arika et al., 2016).

Le bilan rénal sert a dépister un éventuel dysfonctionnement du rein en mesurant, les
taux d'urée et de créatinine. Apres un traitement quotidien avec T. algeriensis pendant 21

jours les niveaux d'urée (18 + 1 ; 21+ 0.8 mg/dL) et de créatinine (0.16 £ 0.03;0.23 = 0.02
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mg/dL) sont similaire a ceux observés pour le groupe témoin : urée (23 £ 1 mg/dL) et créatine
(0.3 £ 0.02 mg/dL). Ce qui permet de suggeérer que I'extrait de T. algeriensis n’a pas provoqué
de dysfonctionnement des reins. L’administration quotidienne de I'extrait brut de S. verbenaca
n'a pas provoqué de changements significatifs des taux d'urée dans tous les groupes traités par
rapport au groupe non traité. A une dose de 200 mg/kg de pc de S. verbenaca, le taux de
créatinine est similaire a celui du groupe non traité, mais diminue significativement de 0.25 +
0.03 mg/dL a des doses plus élevées de cet extrait (tableau 18). Cette diminution n’est pas
directement liée au disfonctionnement des reins qui est souvent induit par des teneurs trés
élevés de créatinine. Il a été démontré que le taux de ce paramétre dépend de nombreux
fateurs tels que 1’age, la masse musculaire et le régime alimentaire. Mais certains auteurs ont
signalé que les faibles taux de créatinine peuvent étre un signe d’une diminution du

catabolisme des protéines (Delanaye et al., 2017).

Tableau 18 : Parametres biochimiques des souris traitées par I'acide ascorbique et différentes
doses de I'extrait hydrométhanolique de S. verbenaca, et du groupe non traité.

Trait i Protéines Bilan hépatique Bilan rénal
Dogz;lzn)?(?ur Totales (UIL) (mg/dL)

91 (mg/g tissu) AST ALT ALP Urée Créatinine
200 mg 136%°+11 79%+8 42242 136°+3 16°+1 0.29%+ 0.04
400 mg 166°+18 75°+6 50%+8 112°+3 18242 0.25°+0.04
800 mg 168°+17 78%+6 46°+7 98%+5 22842 0.25%+ 0.03
A. Ascorbique 1382+11 102245 49°+7 86%+3 40°+2 0.4%+ 0.0
Controle 98+ 8 7845 528b+4 141°43 2321 0.3+ 0.0

AST : aspartate aminotransferase ; ALT: alanine aminotransferase; ALP: phosphatase alcaline. Les
valeurs sont exprimeées en moyenne * erreur standard de la moyenne (n = 7). Les valeurs dans
la méme colonne avec une lettre différente sont significativement différentes (P <0.05).

En se basant sur les résultats de notre étude, nous pouvons conclure que les extraits

hydrométhanoliques de T. algeriensis et S. verbenaca ne présentent aucune toxicité subaigué

a la fois dans le foie et les reins.
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6.4. Capacité antioxydant du plasma

Les résultats de I'analyse de la capacité antioxydant effectuée in vivo a l'aide des tests
DPPH" et FRAP sur du plasma des souris traitées par les extraits de T. algeriensis et S.
verbenaca, et non traitées (le témoin), sont illustrés dans la figure 14. Le traitement des
souris par I'extrait de T. algeriensis a induit une augmentation de la capacité antiradicalaire du
DPPHe par le plasma de 22.0 £ 1.0 % a la dose de 800 mg/kg de poids corporel (figure 14A),
et qui est 3 fois plus élevee que celle du groupe non traité (6.1 + 0.4 %). Le méme effet est
observé pour la capacité de réduction du fer de 1023.9+ 56.2 umol FeSO4.7H20 eg/mL a une
dose de 800 mg/kg de poids corporel (figure 14.C), et qui est plus élevé que le groupe témoin
(517.4% 67.5 pmol FeSO4.7H.O/mL) et celui traité avec I'acide ascorbique (794.1+ 60.8umol

FeS04.7H20 eg/mL).

La figure 14.B indique que l'activité antiradicalaire du plasma a aussi
significativement augmenté de 3 fois (18.2 + 1.2 %) chez les groupes traités par I'extrait de S.
verbenaca. De méme, la capacité du plasma a réduire les ions de fer a enregistré une
augmentation de 50% atteignant une valeur de 977.8 £ 99.1 umol FeSO4.7H20 eg/mL a la
dose 800 mg/kg de poids corporel (figure 14.D).Ces résultats sont similaires a ceux du groupe
traité par I'acide ascorbique qui est utilisé comme un agent antioxydant de référence, et 3 fois
supérieur a ceux du groupe témoin. Les groupes recevant 200 et 400 mg/kg pc d’extrait ont
présenté une légere augmentation de la capacité antioxydant plasmatique qui est non

significative comparée au groupe témoin.

Les résultats indiquent que les composés de I'extrait de T. algeriensis et S. verbenaca
ont la capacité d'améliorer la capacité antioxydant du plasma chez des sujets sains.
Le potentiel antioxydant plasmatique induit par les deux plantes est positivement lié aux
apports alimentaires riches en phytoconstituants comme les composés phénoliques, nos

résultats sont en accord avec ceux de Wu et al. (2015) et Ngamukote et al. (2016).
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Figure 14. Activité antioxydant plasmatique du DPPH (A et C) et la capacité de réduction
ferrique FRAP (B et D) des souris traitées par les extrait hydrométhanoliques de T.
algeriensis et S.verbenaca respectivement, I’acide ascorbique, et du grouge non traité
(témoin). Les lettres similaires indiquent une différence non significative (P<0.05).

6.5. Etat redox hépatique

Le foie est le principal organe sensible aux cascades pathologiques du stress oxydants,
ce dernier est lI'un des processus clés qui est principalement associés au trouble de
I'noméostasie redox qui conduit a des lésions hépatiques métaboliques et prolifératives, a une
diminution des enzymes antioxydants, a une déplétion en glutathion, et une peroxydation

lipidique accrue (Arauz et al., 2016 ; Zhang et al., 2018). La cirrhose hépatique ou I'népatite
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est liée a une diminution des niveaux d'enzymes antioxydants (SOD et CAT) et du GSH et
une augmentation des taux de MDA (Zhang et al., 2018). Dans cette étude, I'effet in vivo des
extraits de T. algeriensiset de S. verbenaca sur I'état redox du foie des souris saines est

déterminé en estimant 1’activité de la CAT, les niveaux de GSH et MDA.

La catalase constitue la premiere ligne de defense contre le stress oxydant, elle
supprime et prévient la formation de radicaux libres ou d'espéces réactives dans les cellules
(Ighodaro, 2018). Le GSH est I’antioxydant non enzymzyique le plus important des cellules,
les protégeant notamment des radicaux libres qui sont capables de détruire les composantes
cellulaires comme les membranes et ’ADN. L'évaluation du taux de GSH dans les
échantillons biologiques est importante car il est considéré comme un excéllent marqueur qui

refléte 1’état de I'hnoméostasie redox et de desintoxication cellulaire (Wu et al., 2015).

Le traitement des souris une fois par jour avec ’extrait de T. algeriensis et de S.
verbenaca n’a pas entrainé une diminution du taux de la catalase et du GSH (figure 15).
L’extrait de T. algeriensis est aussi efficient que ’acide ascorbique et a significativement
augmenteé l'activité de la CAT de 41.7 + 4.4 a 51.4 + 3.7 Ul/mg de protéine, alors que cette
activité est de 27.2 £ 2.2 Ul/mg de protéine chez le groupe témoin (figure 15. A). Il en est de
méme pour le taux de GSH qui a augmenté de 51 et 61% chez les animaux traités
respectivement avec des doses de 400 et 800 mg/kg de poids, et correspondant a des niveaux
de GSH de 33.5 + 2.9 a 45.7 = 1.6 nmol/mL supérieures a celui du groupe non traité (29.9 +
0.9 nmol/mL) (figure 15. C). De la méme maniere, S. verbenaca a significativement amélioré
a la fois l'activité CAT et la teneur en GSH dans le tissu hépatique par rapport au groupe
témoin normal. A la dose la plus faible de 200 mg/kg de pc par jour, l'activité CAT a atteint
46.9 £ 2.1 Ul/mg de protéine et est similaire a celle du groupe traité par I'acide ascorbique,
mais 2 fois plus élevé que le groupe non traité. Bien que les niveaux de la CAT a 400 et 800

mg/kg de poids corporel soient significativement plus élevés que ceux du groupe témoin, ils
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sont similaires a celui du groupe traité avec une dose de a 200 mg/kg de pc (figure 15. B).
Ceci pourrait s’expliquer par le fait que I'extrait de S. verbenaca renferme des antioxydants
tres puissants contre la plupart des espéces réactives telles que H20. qui s'accumulent dans les
cellules hépatiques, compensant ainsi les antioxydants endogenes chez les souris (Aliahmat
et al., 2012). On a observé que le taux de GSH dans le tissu hépatique a augmenté de 50 et
106% respectivement chez les souris traitées avec 200 et 800 mg/kg de poids corporel par
rapport au groupe témoin (29.9 + 0.9 nmol/g de tissu). Cette augmentation du taux de GSH
pour tous les groupes traités avec des doses de 200 et 400 mg/kg de poids corporel, est
similaire a celle du groupe traité avec l'acide ascorbique (42.5 + 2.2 nmol/g de tissu), mais
tres élevée a la dose 800 mg/kg de poids corporel (figure 15.D).

Par ailleurs, le malondialdéhyde est un produit final de la chaine de peroxydation
lipidique, fréquemment utilisé comme biomarqueur pour mettre en évidence les lésions des
membranes cellulaires. Les variations des taux de MDA apres l'administration d'extrait de T.
algerienses et S. verbenaca ont été estimées dans I'nomogénat hépatique des groupes traités et
témoins. Les résultats présentés sur la figure 15.E et 15.F indiquent que la supplémentation
des animaux avec les extraits de ces plantes aux doses de 200 et 400 mg/kg de poids corporel
a diminué les niveaux de MDA dans le foie. A 400 mg/kg de pc de I’extrait de T. algerienses
et S. verbenaca, le niveau du MDA a significativement diminuée jusqu’a 8.5 + 0.8 nmol/g de
tissu (figure 15.E) et 15.9 £ 0.5 nmol/g (figure 15.F) respectivement. Cet effet peut étre
expliqué par l'action des composés phénoliques des extraits sur les niveaux d'antioxydants
endogene (CAT, GSH) et/ou de leur insertion dans la membrane cellulaire pour empécher
I'oxydation des lipides en piégeant les radicaux libres ou en interrompant la réaction en chaine
de la peroxydation lipidique (Fadel et al., 2015). Par contre, a la dose de 800 mg/kg de poids
corporel, les deux extraits ont provoqué une augmentation des niveaux de MDA qui n’est pas

statistiguement significative dans le cas du traitement des souris avec T. algeriensis par
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rapport au groupe témoin (21.5 £ 1.2 nmol/g de tissu), mais assez élevée de 22.3 + 0.4 nmol/g
de tissu pour S. verbenaca. Ce qui permet de suggeérer que l'augmentation des niveaux de
MDA dans cette expérience a peut-étre été attribuée a des composés phénoliques ou a d'autres
composés d'extrait de S. verbenaca. Les composes phénoliques sont connus pour agir comme
pro-oxydants a des doses élevées (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

La variation de l'activité CAT et du taux de GSH accompagnée de la diminution du
taux de MDA aux doses de 200 et 400 mg/Kg de poids corporel, sont des bons indicateurs de
I'absence de tout effet nocif cause par I'extrait de T. algeriensis et S. verbenaca sur le tissu
hépatique. Par conséquent, le traitement a I'extrait de T. algeriensis et S. verbenaca a la limite
de 400 mg/ kg pc a considérée comme non toxique pour le foie selon les indicateurs

biochimiques sériques, le poids relatif du foie et I'amélioration du statut antioxydant du foie.
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Figure 15. Estimation de I’activité de la catalase (Cat), du taux de glutathion réduit (GSH) et du

malondialdéhyde (MDA) dans

I'nomogénat hépatique des souris traitées par

I'extrait

hydrométhanolique de T. algeriensis (A: CAT ; C: GSH; E: MDA), S. verbenaca (B : CAT ;
D: GSH; F: MDA), l'acide ascorbique et du groupe témoin. Les résultats sont exprimés en
moyenne + erreur standard de la moyenne (n = 7). Les colonnes avec la méme lettre indiquent un
changement non significatif (P<0.05).
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D’apres I’analyse par I'UHPLC, ’amélioration de [Dactivité de la catalase et
I’augmentation de taux de GSH accompagnée de la réduction de la peroxydation lipidique
peut étre attribué a la présence de composés phénoliques tels que l'acide rosmarinique le
composé majeur de T. algerensis et S. verbenaca, l'acide rosmarinique a une faible
perméation & travers les cellules intestinales en raison de son caractére hydrophile. Par
consequent, il peut étre transporté par diffusion paracellulaire en faible quantité (Wang et al.,
2017), ou par les transporteurs monocarboxylique (MCT) comme décrit pour les acides
hydroxy benzoiques (Falé et al., 2013). Durant la digestion, les composés phénoliques
peuvent étre absorbés, dégradés et/ou conjugués. Dans ce cas, l'acide rosmarinique peut étre
dégradé en acide caféique et en acide m-coumarique qui est ensuite absorbé, donc 1’activité
observée peut étre attribuer aux composés originaux ou a leurs dérivés (Konishi et al., 2003).
Il a aussi été rapporté que I'acide rosmarinique a la capacité de s’insérer spontanément dans la
membrane cellulaire, empéchant efficacement la peroxydation lipidique (Fadel et al., 2015)
comme nous I’avons déja montré par la protection de la membrane des globules rouges contre
le radical peroxyle et dans le tissue hépatique en réduisant le taux de MDA.

Des travaux ont montré que la supplémentation en acide rosmarinique chez les souris
augmentait I'activité des enzymes antioxydants (SOD, CAT et GPx) et réduisait la production
du MDA dans le foie et les reins chez les souris normales/vieillissantes (Chen et al., 2015 ;
Alagawany et al., 2017), ainsi que chez les rats déficients en cestrogénes (Zych et al., 2019).
Ses activités peuvent étre attribuées a sa structure centrale de caractere distinctif qui lui
permet d'agir comme un puissant piégeur des radicaux libres, et méme comme un modulateur
d'enzymes antioxydants en agissant sur le facteur de transcription Nrf2, en augmentant la
libération de Nrf2 a partir de Kelch-like ECH (Epichlorhydrine) associée a la protéine 1
(Keapl) et permettant son transport dans le noyau (Cai et al., 2019 ; Tasi et al., 2019). Le

Nrf2 contréle I'expression des composants clés du systeme antioxydants glutathion (GSH) et
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thiorédoxine (TXN), ainsi que des enzymes impliquées dans la régénération du NADPH, du
piégeage des ROS et la détoxification xénobiotique, jouant ainsi un réle fondamental dans le
maintien de I'noméostasie redox dans la cellule (Tonelli et al, 2018). Outre l'acide
rosmarinique, la lutéoline, la lutéoline-7-O-glucoside (Song & Park, 2013), I'ériodictyo-O-
hexoside (Hu et al., 2012) et l'acide caféique (et al., 2018) renforcent également le potentiel

antioxydant grace a 1’activation du Nrf2.

6.6. Activité anti-inflammatoire

6.6.1. Stabilisation membranaire

L'un des mécanismes par lequel les agents anti-inflammatoires exercent leur effet anti-
inflammatoire, est l'inhibition de la libération d'enzymes lysosomales ou la stabilisation des
membranes lysosomales dans les tissues inflammés. Etant donné que les membranes des
globules rouges (RBC) sont similaires a la membrane lysosomale, I’inhibition de la lyse des
globules rouges induite par I'hypotonicité et hyperthermie a été utilisée en raison de sa
simplicité et de sa reproductibilité en tant que modéles ex vivo pour tester le mécanisme
possible de l'activité anti-inflammatoire de 1’extrait de S. verbenacaet de T. algeriensis
(Anosike et al., 2012 ; Agarwal & Shanmugam, 2019).

Les composés phénoliques capables de piéger les radicaux libres se sont également
révélés étre pertinents dans la stabilisation des membranes cellulaires (Anosike et al., 2019).
L’effet stabilisant de 1’extrait T. algeriensis et S. verbenaca face a la lyse érythrocytaire vis-a-
vis de I’hyperthermie et I’hypotonicité a été évalué et les résultats sont exprimés en
pourcentage de protection par rapport a la concentration en extrait végétal utilisé et comparés
au standard (Acide acétylsalicylique). Comme nous 1’avons précédemment montré par le test
d’hémolyse induit par I’AAPH, les deux extraits de T. algeriensis et de S. verbenaca sont
capables de prévenir et de protéger les globules rouges contre les dommages causés par

I'nemolyse oxydative.
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Les résultats de ’effet des extraits de T. algeriensis et S. verbenaca sur I’hémolyse
des érythrocytes induite par I’hyperthermie et I’hypotonie sont illustrés dans le tableau 19.
L’extrait de T. algeriensis inhibe I’hémolyse des globules rouges de mani¢ne concentration-
dépendante de 100 a 600 pg/mL avec un effet maximal de 94.4 + 1.3% et 80.0 £ 0.4 % a 600
pg/mL  vis-a-vis de I’hemolyse induit par I’hyperthermie et I’hypotonie respectivement
tandis que S. verbenaca a une activité anti-hémolytique avec un pourcentage maximal de
protection de 93.1 £ 1.7 % et 71.5 + 0.9 % vis-a-vis de ’hemolyse induit par I’hyperthermie
et I’hypotonie. Ces activités sont nettement supérieures a celles de I'Acide acétylsalicylique
(34% et 67%) a la concentration de 400 pg/mL. L’effet protecteur contre la lyse
érythrocytaire induite par la I’hyperthermie et I’hypotonie peut s’expliquer par I’interaction
des composés constituant les extraits des deux plantes avec les protéines membranaires
inhibant ainsi leur dénaturation.

Compte tenu des similarités entre la membrane des érythrocytes et la membrane
lysosomale, nous pouvons suggérer que les composés de T. algeriensis et S. verbenaca
pourrait protéger la membrane du lysosome de la lyse au cours des processus inflammatoires
(Murugesan et al., 2020). Cela pourrait étre attribué a la liaison des composés de T.
algeriensis et S. verbenaca aux membranes des érythrocytes avec une altération ultérieure des
charges de surface des cellules. Ils peuvent empécher I'interaction physique avec les agents
d'agrégation ou favoriser la dispersion par répulsion mutuelle de charges similaires
impliquées dans I'hnémolyse des globules rouges (Anosike et al., 2019). De cette maniére, la
libération de contenu lysosomal pourrait étre inhibée pendant les processus inflammatoires, ce

qui provoquerait de multiples troubles sur le site de lI'inflammation (Anosik et al., 2012).
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Tableau 19 : Effet anti-hémolytique des extrait hydrométhanoliques de T. algeriensis et S.

Résultats et discussions

verbenaca, et des témoins (Acide acétylsalicylique).

Hémolyse induite par

Hémolyse induite par

uglorieL hyperthermie (%0) hypotonie (%)
T.algeriensis  S.verbenaca  T.algeriensis  S.verbenaca
100 35.69+1.7 4549+ 15 53¢+ 2 49.5¢+ 4.5
200 79.2°+ 1.7 58.5°+ 5.7 68.2°+ 1.5 67.1°+1.7
400 82.5°+ 1.0 78.4°+ 1.7 75.22+ 4.3 69.0°+ 5.0
600 94.43+ 1.4 03.12+ 1.7 802+ 0.4 7152+ 0.9
A. acetyi%a(;'cy"q“e 3419422 34.1°+ 2.2 66.9Y+ 2.2 66.9%+ 2.2

Des lettres différentes en exposant dans la méme colonne indiguent un changement
significatif (P<0.05).

6.6.2. (Edéme auriculaire induit par le xyléne

Le modele d’inflammation de D’oreille provoquée par 1’application locale du xyleéne
chez la souris a été utilisé pour évaluer I’activité anti-inflammatoire des extraits
hydrométhanoliques de T. algeriensis et S. verbenaca, et les huiles essentielles de T.
algeriensis. Ce test permet ’identification des agents antiphlogistiques stéroidiens et non
stéroidiens, en particulier ceux qui inhibent la phospholipase A2 (PLA2). Cette enzyme est
impliquée dans la libération de l'acide arachidonique et la formation subséquente de
nombreux médiateurs potentiels impliqués dans la réponse inflammatoire (Bribi & Maiza,
2016). Le xylene agit comme un agent phlogistique, augmentant la perméabilité vasculaire et
entrainant le développement d'un cedéme qui est 1'un des principaux signes de I'inflammation.
Ce dernier peut étre liée a la libération de neuropeptides tels que la substance P, un
vasodilatateur puissant qui induit la production d'oxyde nitriqgue (NO®) par les cellules
endothéliales, provogquant une vasodilatation, une exsudation plasmatique et par conséquent la
formation d'cedémes (Torres-Régo et al., 2016). La formation d'cedéme induite par le xyléne
est également associée a des niveaux accrus de phospholipase A2 et de myéloperoxydase

(MPO).
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Les résultats de I’activité anti-inflammatoire des différents extraits sont répertoriés
danas la figure 16 et montrent une activité anti-inflammatoire dose-dépendante en reduisant
I’inflammation induite par le xyléne avec des taux d’inhibition allant de 50 a 58 %.
L'augmentation du poids des oreilles refléte 1’étendu de 1’cedéme. Aprés I’application du
xyléne sur I’oreille droite, les souris du groupe témoins ont développé un cedéme d’un poids
de 22.5 + 1.1 mg. Chez les souris du groupe traité par les huiles essentielles de T. algereinsis,
on remarque une diminution tres significative de 13.7 + 1.8 2 9.2 + 1.6 mg aux doses de a
200 et 600 mg/kg de poids corporel en comparaison avec le groupe témoin (figure 16.E). Aux
mémes doses, les souris traitées par 1’extrait hydrométhanolique de T. algereinsis, une
diminution du poids de I’oreille de 14.9 + 1.1 a 11.4 + 0.64 mg est également observée par
rapport au groupe témoin (figure 16.A) et pour les souris traitées par I’extrait
hydrométhanolique de S. verbenaca induit une réduction trés significative de 1’cedéme de 15.8

+0.5a11.0 £ 0.6 mg (figure 16.C)

Les extraits des deux plantes et les huiles essentielles ont donc réduit efficacement
I’inflammation de I’oreille droite avec un pournetage d’inhibition le plus élevé de 57.5 £ 7.5%
obtenu avec les huiles essentielles de T. algeriensis a la dose de 600 mg/kg de poids corporel
(figure 16. E), suivi de 50 £ 1.1 % et 47.8 £ 1.4 % correspndant a I’extrait de S. verbenaca
(figure 16.D) et I'extrait de T. algereinsis (figure 16.A). Ces activités sont significativement
différentes de celle de la dexaméthasone (46.2 + 2.9 %) et I’indométacine (31.4 + 5.5 %).

Les résultats obtenus a travers ce test montrent que les extraits des deux plantes
présentent un effet anti-cedématogene et antiphlogistique importants, cela suggére que cet
extrait pourrait agir sur la PLA2, la COX et/ou la lipo-oxygénase qui sont les principaux
médiateurs impliqués dans la réaction inflammatoire induite par le xyléne (Régo Torres et
al., 2016). Les propriétés anti-inflammatoires de ces extraits seraient liées a leur composition

chimique.
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Augmentation du polds auriculaire (mg)
inhibition de I'eodeme auriculaire (%)

Augmentation du poids auriculaire (mg)

inhibition de I'eodeme auriculaire (%)

Augmentation du pods auriculaire (mg)

Inhibition de I'ecodem e auriculaire (%)

Figure 16. Effet des extraits hydrométhanoliques de T. algeriensis (A et B) et S. verbenaca
(C et D), et les huiles essentielles de T. algeriensis (E et F) sur l'eedéme auriculaire induit par
le xyléne. Les valeurs exprimées en moyenne + écart type, n = 6 animaux/groupe. Des lettres
différentes indiquent une différence significative (P <0.05).
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Des travaux antécédents ont attribué les propriétés anti-inflammatoires de ces plantes a
I'acide rosmarinique qui est un puissant agent anti-inflammatoire capable d’inhiber
I'infiltration des neutrophiles et réguler aussi I’expression de 1'TCAM-1, le VCAM-1 et la
COX-2 (Osakabe et al., 2004 ; Amoah et al., 2016). Ce composé phénolique s’est avéré plus
efficace pour neutraliser I’activité de PLA2 (Ticli et al., 2005) et peut également agir par la
modulation des voies liées au NF-kB donc I’expression des cytokine pro-inflammatoire
(Rocha et al., 2014). Outre I'acide rosmarinique, la lutéoline peut inhiber I'expression des
génes pro-inflammatoires, induite par le TNF dans les cellules épithéliales intestinales
murines (Ruiz & Haller, 2006). De plus, les acides salvianoliques et particuliérement ’acide
salvianolique B, un constituant majeur des especes de Salvia peut etre responsable de I'effet
anti-inflammatoire de S. verbenaca en bloquant la libération de facteurs inflammatoires via
I’inhibition du NF-kB. Les activités de S. verbenaca peuvent également étre attribuées a
d'autres composés tels que I'acide yunnaneique E dont les propriétés pharmacologiques n’ont
pas encore été établies, contrairement a de nombreuses études qui ont affirmé le potentiel actif
de l'acide cafeique et de ses dérivés de comme I’acide rosmarinique (Krzyzanowska-

Kowalczyk et al., 2017).

L'effet anti-inflammatoire des huiles essentielles de Thymus algeriensis peut étre
attribué a sa composition chimique et particuliérement en a-terpinéol qui est capable d’inhiber
I'activité du MPO (myéloperoxydase) et d'autres enzymes ou molécules pro-inflammatoires
telles que la sérotonine, I'histamine, la bradykinine et prostaglandines. L'o-terpinéol est
également un excellent inhibiteur de 1’expression des cytokines pro-inflammatoires et de
I'activation de NF-xB (Da Silveira e S& et al., 2013 ; Khaleel et al., 2018). Le linalol a
également montré la capacité de modifier les voies de signalisation inflammatoires (Khaleel
et al., 2018) et de reguler la production de médiateurs pro-inflammatoires (Li et al., 2015).

Comme nous l'avons mentionné précedemment, l'effet observe dans la présente étude peut
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résulter de I’effet synergique des différents composants des huiles essentielles dont le

mécanisme d'action reste a démontrer.

Il faut souliger que toutes les activités biologiques de 1’extrait hydrométhanolique de
T. algeriensis et S. verbenaca, ainsi que les huiles essentielles testées, peut également résulter
de I'effet synergique de leurs composés. Néanmoins, pour les extraits hydromethanolique la
relation directe de ces effets avec la présence de polyphénols n'est toujours pas possible a
établir. Ces extraits contiennent toujours un mélange complexe de composés chimiques et
d'autres composés inconnus résultant éventuellement de I'oxydation des polyphénols formés
lors des procédés d'extraction. Par conséquent, il est difficile d’attribuer le potentiel
antioxydant, antiinflammatoire ou antimicrobienne a un ou quelques composés bioactifs de

I’extrait.
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Conclusion

Notre étude s’est focalisée sur les analyses qualitative et quantitative, 1’évaluations du
potentiel antioxydants, antibacterien et anti-inflammatoire des extraits de Thymus algeriensis
et Salvia verbenaca.

Les effets in vivo montrent 1’habilité des composés phénoliques a améliorer la capacité
antioxydant du plasma, l'activité CAT, les niveaux de GSH et a réduire le niveau de MDA,
sans provoquer d'effets toxiques sur le foie et les reins, ce qui permet 1'usage de ces plantes
sans risque de toxicité. En outre, T. algeriensis et S. verbenaca ont efficacement protégé les
membranes des globules rouges contre différents types de stress (radicaux libres, hypotonicité
et hyperthermie), et ont inhibé I’inflammation aigué induite par le xyléne. Ces propriétés
étaient liées a la présence de I'acide rosmarinique et de ses dérivés, des derives glycosylés du
kaempférol, de la lutéoline et aux triterpenes et dans les huiles ces properiéte étaient liées a la
présence d’a-terineol et du linalool. Sur la base de ces résultats, les activités observées de T.
algeriensis et S. verbenaca peuvent étre attribuées a sa composition en antioxydants/anti-
inflammatoire, principalement, les composés phénoliques et les huiles essentielles. Thymus
algeriensis et Salvia verbenaca peuvent étre utilisés en alimentation comme aliments
fonctionnels, additifs ou pour le développement de nouveaux compléments alimentaires ayant

des activités antioxydants/anti-inflammatoires.

Par ailleurs, I’effet pharmacologique de nos plantes a été mis en évidence par une
évaluation de leurs propriétés antimicrobiennes. Il apparait que ces plantes, possedent des
propriétés antimicrobiennes contre des souches Gram-positives et Gram-négatives, offrant un
éventail de possibilités pour le développement de nouveaux agents antibactériens afin de

lutter contre les souches résistantes, voire diminuer les effets secondaires des antibiotiques.
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Conclusion

Nos travaux apportent quelques éléments pour la comprehension des activités biologiques

de T. algeriensis et S. verbenaca, néanmoins, des études plus approfondies sont necessaires

pour :

Elucider le mécanisme précis de 1’effet anti-inflammatoire des deux plantes en étudiant
son effet sur des enzymes inflammatoires (cyclooxygénases et lipoxygénases), des
médiateurs pro-inflammatoires (IL1J et TNFa) et les voies de signalisations (NF-kB)
impliquées dans la genese de molécules pro inflammatoires

Evaluer la bio-accessibilité et la biodisponibilité des composés identifiés par des
modéles de digestion in vitro et in vivo afin de connaitre les métabolites présents dans

le plasma qui peuvent atteindre leurs sites d’action.
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/ Résumé

L’objectif de cette étude est de déterminer les compositions chimiques, les profils toxicologiques, ’activité antioxydants et anti-inflammatoires des extraits
hydrométhanoliques et des huiles essentielles de Thymus algeriensis et de Salvia verbenaca, largement utilisées dans la médecine populaire Algérienne.
L'extraction hydrométhanolique a donné des rendements comparables pour les deux plantes. L'extrait de Thymus algeriensis (TACE) a montré des quantités
plus élevées des composés phénoliques (303.8 + 2.5 ug EAG / mg) avec l'acide rosmarinique comme composé majeur dans les deux extraits. Thymus
algeriensis a donné 1.7 % d'huiles essentielles qui ont été caractérisé par leur richesse en monoterpénols, en particulier I'a-terpinéol et le linalol. Les tests in
vitro, TACE a montré les meilleurs effets contre DPPH*, ABTS™, H,0, et hémolyse oxydative avec ICso = 7.4 + 0.3 pg/mL, 206.6 + 3.0 pg/mL, 192.2 + 3.5
pug/mL et 72.6 + 7.5 pg/mL, respectivement. Les résultats du test de B-caroténe/acide linoléique ont révélé que le TACE a inhibé le blanchiment du B-caroténe
2 90.3 £ 2.5%. En outre, il a eu un bon pouvoir réducteur (5.3 + 0.0 mmol FeSO./mg) et une capacité antioxydant totale (26.7 + 3.5 ug EAA/mg). Tandis que
I'extrait de Salvia verbenaca (SVCE) a présenté une meilleure activité de chélation du fer (189.3 £ 7.9 pg/mL). Les huiles essentielles de Thymus algeriensis
(TAHE) ont été efficaces contre H,0, (500.4 + 20.4 pug/mL) avec une capacité antioxydants totale estimée a 313.9 + 2.6 pg EAA/mg. Cependant, ils ont été
moins efficace contre le DPPH", ’ABTS™, et ils ont eu une faible capacité de chélation et de réduction par rapport aux extraits hydrométhanoliques. Dans
I'étude in vivo, aucun signe de toxicité n’a été observé au cours des études de toxicité aigué et la DLs; a été estimé a plus de 2000 mg/kg pc. Le traitement
quotidien avec TACE et SVCE a amélioré la capacité antioxydants du plasma et I'état redox hépatique en augmentant les niveaux de catalase et de glutathion
réduit et en diminuant la peroxydation lipidique. De plus, la TACE et la SVCE, a une concentration de 400 pg / mL, ont inhibé I'hémolyse induite par
I'hypotonie avec des pourcentages de 75 + 4 et 69 + 5%, respectivement, et I'némolyse induite par I'hyperthermie avec des pourcentages de 85 + 1 et 78 + 2%,
respectivement. TACE et SVCE ont réduit I'eedéme auriculaire induit par le xyléne de prés de 50 % pour les deux extraits. Alors que les huiles essentielles ont
donné la meilleure inhibition de 1'cedéme de l'oreille avec 57.5 + 7.5% a la méme dose (600 mg / kg de poids corporel). En conclusion, on peut déduire que
Thymus algeriensis et Salvia verbenaca sont sans danger a la dose limite de 2000 mg / kg. Les extraits et huiles essentielles testés ont eu de puissantes
propriétés antioxydants, antibactériennes et anti-inflammatoires a la fois in vitro et in vivo en raison de leurs composés bioactifs, ce qui en fait d'excellents
candidats pour le développement de nouveaux médicaments ou dans le cadre de formulations alimentaires pour le développement d'aliments fonctionnels.

Mots clés: Thymus algeriensis, Salvia verbenaca, antioxydant, anti-inflammatoire, toxicité, acide rosmarinique, a-terpinéol.
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Abstract \

The aim of this study is to determine the chemical compositions, toxicological profiles, antioxidant, and anti-inflammatory activities of the hydromethanolic
extracts and essential oils of Thymus algeriensis and Salvia verbenaca, which are widely used in Algerian folk medicine. The hydromethanolic extraction
gave comparable yields for both plants. Thymus algeriensis extract (TACE) contained higher amounts of phenolic compounds (303.8 + 2.5 ug GAE/mg)
with rosmarinic acid as major compound in both extracts. Thymus algeriensis yielded 1.7 % of essential oils that were characterized by their richness with
monoterpeneols especially a-terpineol and linalool. In vitro assays, TACE showed the best effects against DPPH’, ABTS™ H,0, and oxidative hemolysis
with 1Cso = 7.4 £ 0.3 pg/mL, 206.6 + 3.0 pg/mL, 192.2 + 3.5 pg/mL and 72.6 + 7.5 pg/mL, respectively. Result of B-carotene/linoleic acid assay revealed
that TACE inhibited the p-carotene bleaching with 90.3 + 2.5 %. Also, it had good reducing power (5.3 + 0.0 mmol FeSO,/mg) and total antioxidant
capacity (267.7 + 3.5 ug AAE/mg). Whereas, Salvia verbenaca extract (SVCE) presented a better iron chelating activity (189.3 £ 7.9 ug/mL). The essential
oils of Thymus algeriensis (TAHE) were effective against H,O, (500.4 + 20.4 pg / mL) with an estimated total antioxidant content of 313.9 + 2.6 g
EAA/mg. However, it was less effective against DPPH’, ABTS™, and it had poor chelating and reducing ability compared to hydromethanolic extracts.
TACE and SVCE showed poor activity against the five tested bacterial strains compared to TAHE. In vivo study, no signs of toxicity were observed during
acute toxicity studies and LDs, was estimated to be higher than 2000 mg/kg bw. Daily treatment with TACE and SVCE improved the plasma antioxidant
capacity and the hepatic redox state by increasing the levels of catalase and reduced glutathione and reducing lipid peroxidation. Moreover, both TACE and
SVCE, at a concentration of 400 pg / mL, inhibited hypotonic-induced hemolysis with percentages of 75 + 4 and 69 + 5%, respectively, and hyperthermia-
induced hemolysis with percentages of 85 + 1. and 78 + 2%, respectively. TACE and SVCE reduced xylene-induced ear edema by nearly 50% for both
extracts. Whereas, essential oils gave the best inhibition in ear edema with 57.5 £ 7.5% at the same dose (600 mg/kg BW). In conclusion, it can be deduced
that Thymus algeriensis and Salvia verbenaca are safe at the limit dose of 2000 mg/Kg. The tested extracts and essential oils had potent antioxidant,
antibacterial, and anti-inflammatory properties both in vitro and in vivo owing to their bioactive compounds, which make them excellent candidates for the
development of new drugs, or as part of food formulations for the development of functional foods.
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