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Résumé

L.stoechas et M.pulegium connus sous le nom de Khiizama et fliyou, respectivement,
sont des plantes médicinales largement utilisées dans la médecine traditionnelle
Algérienne. La présente étude vise a étudier la composition phytochimique des huiles
essentielles (HE) et des extraits méthanoliques (EMs), et a évaluer leurs toxicités et
certaines activités biologiques (antioxydant in vitro et in vivo, antibactérienne et
cicatrisante). L'analyse GC/FID et GC/MS a montré que la fenchone (50.29%), le camphre
(14.02%), l'acétate de bornyle (5.60%) sont les principaux composés des HE de
L. stoechas, tandis que les HE de M. pulegium sont dominées par la pulegone (81.04%) et
pipériténone (13.60%). L'évaluation quantitative et I'analyse chromatographique (RP-LC-
DAD-ESI-MS/MS) des EMs en polyphénols totaux, en flavonoides, en flavones en
flavonols et en tanins totaux, ont révélé, la richesse des EMs en composés phénoliques, de
plus ils étaient marques par la présence des flavonoides, principalement des flavones et des
flavanols. Des acides phénoliques ont été également identifiés, avec la dominance de
I'acide rosmarinique. L'évaluation de l'activité antioxydante a l'aide de plusieurs tests
in vitro (TAC, DPPH, ABTS, FRAP, ORAC, Chelation du fer et B-caroténe) a montré que
les EMs des plantes étudiées avaient un pouvoir antioxydant élevé. L'effet anti-
hémolytique le plus élevé a été observé chez 'EM de M. pulegium (IC50=21.41+0.49
pug/mL). Les HE de L. stoechas et M. pulegium ont montré une bonne activité
antibactérienne contre toutes les souches testées, en particulier S.aureus (CMI1=0.78-0.15
mg/mL) et B.subtilis (CMI=0.10- 0.30 mg/mL), alors que les EMs étaient actifs seulement
contre les bactéries Gram-positives. L'évaluation de la toxicité aigué in vivo a révélé une
DLso supérieure a 2000 mg/kg pour les HE de L. stoechas et les EMs de deux plantes, alors
que la DLsg des HE de M. pulegium était supérieure a 300 mg/kg. L'étude de toxicité
subaigué des EMs a différentes doses n'a provogqué aucun signe de toxicité ou d'altération
des parameétres biochimiques, a I'exception de certaines altérations des tissus hépatiques
aux doses 400 et 800 mg/kg. L'administration des EMs (200, 400 et 800 mg/kg) a
augmenté de maniére significative les niveaux de CAT et de GSH et a diminué le niveau
de MDA dans le foie, une augmentation de la capacité antioxydante plasmatique a été
observée, ce qui reflétent la capacité antioxydante in vivo des EMs des deux plantes. Notre
étude a porté aussi sur I’évaluation de ’activité cicatrisante des HE et des EMs des plantes
pour le traitement des plaies. Le pouvoir cicatrisant des onguents naturels a base d'EM a
5% et 10% et des onguents a base d'HE a 5% de L. stoechas est supérieur (93.1%, 97.19%
et 90.43% respectivement) de celui de la créme cicatrisante commerciale (84.52%)
(Cicatryl®). En conclusion, L. stoechas et M. pulegium ont des effets antioxydants
puissants a la fois in vitro et in vivo, des effets antimicrobiens et cicatrisants qui
soutiennent leurs utilisation en médecine traditionnelle.

Mots clés : L. stoechas, M. pulegium, phytochimie, activité antioxydante, activité
antibactérienne, toxicité aigué, toxicité subaigué et activité cicatrisante.



Abstract

L. stoechas and M. pulegium known as Khizama and fliyou, respectively, are
medicinal plants widely used in traditional Algerian medicine. The present study aims to
investigate the phytochemical composition of essential oils (HE) and methanolic extracts
(EMs), and to evaluate their toxicity and certain biological activities (antioxidant in vitro
and in vivo, antibacterial and healing activity). GC/FID and GC/MS analysis showed that
fenchone (50.29%), camphor (14.02%), bornyl acetate (5.60%) are the main compounds of
HE L stoechas, while the HE of M. pulegium are dominated by pulegone (81.04%) and
piperite (13.60%). Quantitative evaluation and chromatographic analysis (RP-LC-DAD-
ESI-MS / MS) of EMs contents in total polyphenols, flavonoids, flavones, flavonols, total
tannins, revealed the richness of the extract in these phenolic compounds and the presence
of flavonoids, mainly flavones and flavanols. Phenolic acids have also been identified,
with the dominance of rosmarinic acid. Evaluation of the antioxidant activity using several
in vitro assays such as TAC, DPPH, ABTS, FRAP, ORAC, Chelation of iron and pB-
carotene/linoleic acid showed that the EMs of both plants studied had a powerful
antioxidant activity. The highest antihemolytic effect was observed for EM of
M. pulegium with ICsq = 21.41 £ 0.49 pg/mL. HE of L. stoechas and M. pulegium showed
a good antibacterial effect against all tested strains, in particular S. aureus (MIC=0.78-0.15
mg/mL) and B. subtilis (MIC=0.10-0.30 mg/mL), while EMs were only active against
Gram-positive bacteria. In vivo acute toxicity assessment revealed an LDs greater than
2000 mg/kg for L. stoechas HE and ME of both plants, while the LDs of M. pulegium HE
was greater than 300 mg/kg. Subacute toxicity study of EMs at different doses did not
cause any sign of toxicity or alteration of biochemical parameters, with the exception of
certain alterations in hepatic tissues at 400 and 800 mg/kg doses. Administration of EMs
(200, 400 and 800 mg/kg) increased the levels of CAT and GSH and decreased the level of
MDA in the liver, an increase in plasma antioxidant capacity was observed, this reflect the
antioxidant capacity in vivo of EMs of both plants. Our study also focused on the
evaluation of the healing activity of EMs and HE for the treatment of wounds. Using 5%
and 10% EM, and 5% HE from L. stoechasas natural ointments leads to a powerful healing
(93.1%, 97.19% and 90.43%, respectively) greater than that of commercial healing cream
(84.52%) (Cicatryl®). In conclusion, L. stoechas and M. pulegium have potent antioxidant
effects both in vitro and in vivo, antimicrobial and healing effects which support their use
in traditional medicine.

Key words: L. stoechas, M. pulegium, Phytochemistry, Antioxidant activity, Antibacterial
activity, Acute Toxicity, Subacute Toxicity and healing activity.
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Introduction

Introduction

Le stress oxydatif est définie comme un déséquilibre de la balance entre antioxydants et
pro-oxydants. Ce déséquilibre est étroitement associé a la production en exceés des radicaux
libres et les especes réactives d'oxygene (ERO). Le mode de vie (tabagisme, alcoolisme,
obésite, exercice physique intense), et les mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de
facon anormale la production des ERO dans I’organisme. A long terme, ceci peut contribuer a
I’apparition de diverses pathologies comme le cancer, le diabéte, 1’asthme, les maladies
cardiovasculaires, neurodégenératives et inflammatoires. De plus, 1’usage excessif d’agents
antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication humaine ainsi que dans
I’élevage animal et la conservation des aliments conduit au développement de
microorganismes résistants a la plupart des antibiotiques. L’émergence de bactéries et de
champignons résistants a de nombreux antibiotiques conventionnels pose un grave
probleme de santé publique. Ces agents infectieux multirésistants sont néfastes surtout chez
les sujets vulnérables tels que les enfants, les vieillards et les personnes immunodéprimées.
D’autre part, le traitement des plaies fait encore de nombreuses controverses, il va tout de
méme vers une simplification avec une remise en cause de ’utilisation systématique des

traitements médicamenteux.

Les pratiques de la médecine traditionnelle varient grandement d’un pays a 1’autre. Elles
sont influencées par des facteurs connus: la culture, I’histoire et les philosophies personnelles.
Selon I'OMS, pres de 80% des populations des pays en voie de développement de la région
d’Afrique ont recours a la médecine traditionnelle. La valorisation des ressources naturelles
est une préoccupation qui devient de plus en plus importante dans de nombreux pays en vue
de standardiser leur usage et les intégrer dans les systémes de soins conventionnels. Il est
important donc d’orienter les recherches vers la découverte de nouveaux médicaments et de
trouver des alternatives a base de plantes pour remédier aux problémes des effets indésirables
des molécules synthétiques, lutter contre le stress oxydant et maitriser les infections
bactériennes qui constituent un probléme de santé majeur. Les recherches actuelles sur les
différentes activités pharmacologiques des huiles essentielles et des composés phénoliques
des plantes ont ressorti plusieurs effets de grande importance pour la médecine moderne, ces
composés sont reconnus par leurs nombreuses activités biologiques, telles que les activités
antioxydantes, antivirales, antimicrobiennes et cicatrisantes. Dans ce contexte, nous nous
sommes intéressés a étudier deux plantes: Lavandula stoechas L. et Mentha pulegium L., de

la famille des Lamiacées, connues localement sous le nom de « Khozama et fliyou,
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respectivement», elles sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies
telles que les troubles intestinaux et digestifs, les maladies inflammatoires et les
infections bactériennes et cicatrisantes. Pour cela, notre travail vise a atteindre les objectifs

suivants:

» Préparation des extraits méthanoliques et des huiles essentielles a partir des
parties aériennes de Lavandula stoechas L. et Mentha pulegium L.

» Analyses quantitatives et qualitatives des extraits méthanoliques et des huiles
essentielles.

» Evaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne in vitro.

A\

Etude toxicologique et activités antioxydantes in vivo.

» Evaluation du pouvoir cicatrisant in vivo.
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Le stress oxydant

1. Stress oxydant

1.1. Définition

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre les systémes de défense antioxydants
et la production de radicaux libres. Ce déséquilibre peut étre di a un déficit nutritionnel en
antioxydants, a une surproduction endogéne ou a une exposition environnementale a des
facteurs pro oxydants (Collard., 2014 ; Zbadi et al., 2018). Le deséquilibre peut déclencher
des facteurs spécifiques responsables des dommages oxydatifs au niveau des acides
nucléiques, des lipides et des protéines cellulaires, et donc I’apparition des maladies.
(Pisoschi et Pop, 2015; Smaga et al., 2015).

1.2. Radicaux libres et les especes réactives

Un radical libre (RL) se définit comme tout atome, groupe d’atomes ou molécules
possedant un électron non apparié (célibataire) sur leur orbitale externe. Il s’agit d’espéces
chimiques trés réactives qui cherchent dans leur environnement un électron pour s’apparier
(Ahmadinejad et al., 2017). En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent a
partir de I’oxygéne, d’ou leur appellation : espéces réactives de 1’oxygene (ERO). Les espéces
réactives oxygénées incluent les radicaux libres tel que, le radical hydroxyl (OH"), le radical
superoxyde (O;"), le radical peroxyl (ROO") et les especes non radicalaires comme le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et ’oxygéne singulet (*0,) (MunnéBosch et Pint6-Marijuan,

2017). D’autres espéces radicalaires dérivent de 1’azote, appelées espéces réactives du

nitrogéne (ERN), c’est le cas; du radical monoxyde d’azote (NO'), I’anion peroxynitrite

(ONOO-), le radical dioxyde d’azote (NO2) (Singh et al., 2019).

1.3. Formes des radicaux libres

Parmi les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint des composés radicalaires qui jouent un réle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits
radicaux secondaires, se forment par reaction de ces radicaux primaires sur les composes
biochimiques de la cellule (Favier, 2003). Les radicaux libres se distinque en radicaux libres
et dérivés non radicalaires, ces derniers sont trés réactifs et peuvent étre les précurseurs de
radicaux libres (Bartosz, 2003; Halliwell et Whiteman, 2004) (Tableau 1).
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Tableau 1. Les principales especes oxygénées réactives genérées dans les systemes
Biologiques (Tvrda et al., 2017).

Especes radicalaires Especes non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 0, Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO’ Oxygeéne singulet 102
Radical alkoxyle RO’ Peroxyde d’hydrogéne H.0,
Radical hydroxyle OH’ Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO Peroxynitrite ONOO

1.4. Sources de radicaux libres

Les radicaux libres sont produits a l'intérieur et a I'extérieur de la cellule eucaryote par
divers mécanismes. On parle donc de deux sources : endogenes et exogenes. La production
endogéne (Figure 1) est considérée significativement plus importante que celle d’origine

exogene.
1.4.1. Sources endogénes

¢ Chaine mitochondriale de transport d’électrons

La mitochondrie, via le fonctionnement de la chaine respiratoire, est considérée comme
une des principales sources des ERO dans la cellule. La principale forme réactive générée par
la mitochondrie est I’Oze- (Tvrda et al., 2017).

e Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique contient des enzymes qui catalysent une série de réactions
pour déetoxifier les molécules liposolubles et d'autres produits métaboliques toxiques (Yue et
al., 2018). Les enzymes telles que les cytochromes P450 (en particulier CYP1A2) contribuent
partiellement a la production d'espéces réactives d'oxygene intracellulaire (ERO) et entrainent

des dommages oxydatifs (Nair et al., 2016).

e Les peroxysomes

Les peroxysomes, représentent une source importante de la production cellulaire de

H,O, (Valko et al., 2007). La catalase peroxysomale utilise I’H,0, (Equation 1), généré par

4
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les enzymes de peroxysome, comme substrat pour réaliser des réactions de peroxydation

d’autres substrats, ces enzymes sont importantes dans les processus de détoxification présents

dans le foie (Wages et al., 2014).
20,7+ 2H+ = H,0, + O, (1)
e Réponse des cellules phagocytaires aux inflammations et infections

L’inflammation est une source importante de radicaux oxygénés produits directement
via les cellules immunitaires comme les monocytes, les macrophages et les polynucléaires
neutrophiles pour détruire les microorganismes et les macromolécules étrangeres. La
stimulation de ces cellules immunitaires s’accompagne d’une accélération de leur
consommation d’oxygeéne avec activation d’une enzyme membranaire, la NADPH oxydase
qui catalyse la réduction de cet oxygene en anion superoxyde O,” (Equation 2). Il s’ensuit,
la formation de H,0, par dismutation. Le O", et H,O, participent & la libération
d’hypochlorite et de chloramines sous D’influence d’une enzyme leucocytaire, la

myéloperoxydase (Liguori et al., 2018 ; Donaghy et al., 2015).
NADPH + 2 0, = NADP * +2 0,"+ H* (2)

e Xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) responsable de la transformation de I’hypoxanthine en
xanthine, est a I’origine de la formation de radicaux superoxydes O, (Equation 3). La XO
joue un role crucial dans la génération de 1’0, et de H,O, (Rahman et al., 2006). L’O,"
produit au cours de I’ischémie-reperfusion est rapidement converti en ONOO“par son

interaction avec le NO'.
Xanthine + 2 O, + 2 H,0 = Acide urique + O+ 2 H* (3)
e Oxyde nitrique synthase

L’oxyde nitrique synthase (NOS) est un générateur important du NOe, a des fins de
médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages. Le NOe« permet la
production d’autres ERN tel que le peroxynitrite (ONOQ") (Rahal et al., 2014 ; Liguori et
al., 2018).
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e Lipooxygénase et Cyclooxygénase

La lipooxygénase (LO) et la cyclooxygenase représentent une source importante de
production des ERO (Madamanchi, 2005). La 5-LO catalyse 1’oxydation des acides gras
polyinsaturés (AGPI) afin de produire des hydroperoxydes qui sont toxiques pour la cellule,
elles interviennentt égalementt dans la formation de H,O, par les lymphocytes T en réponse

aux interleukines-1R (Mufioz et al., 2015).

e Lesions métalliques

Le fer et le cuivre, sont de remarquables promoteurs de processus radicalaire, ces
métaux induisent la réaction de Fenton et la réaction de Haber-Weiss, dans laquelle le radical
hydroxyle est généré a partir du peroxyde d’hydrogene. Ce radical fortement réactif peut
oxyder des molécules lipidiques dans la membrane cellulaire et accélére la peroxydation
lipidique (figure.1) (Cotticelli et al., 2013).

Réactions oxydatives Respiration
de détoxification

mb interne mitochondriale

RE.
mb nucléaire
péroxysomes

monoamine oxydase
s

cytochrome P-450

xanthine oxydase

Phagocytose NO synthases

(NO)

lipoxygénases/
mb plasmique
phagosomes
lysosomes

NAD(P)H oxydases cyclooxygénases

molécules exogénes

(médicaments, pesticides...)

Figure 1. Sources endogénes des especes réactives oxygénées
(Shahrokhian & Ghalkhani., 2006)).

1.4.2.Sources exogene

Les facteurs exogénes associés a une production accrue et/ou a une diminution de
I'élimination de radicaux libres sont également trés variés(Valko et al., 2005 ;Pickering et

al., 2013 ;Wages et al., 2014). Parmi ces facteurs, on retrouve:
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e L ‘alimentation (antibiotiques, alcool, aliments riches en protéines et/ou en lipides et/ou
a indice glycemique élevé, faible consommation d'antioxydants) ;

e Le CO, atmosphérique

elLes polluants (fumée de cigarette, pollution atmosphérique (SO,, NO,, Os,
hydrocarbures), métaux occupationnels (métaux de transition tels le mercure, le fer, le
cadmium et le nickel, arsenic, amiante) ;

e Les métaux lourds ayant une grande affinité avec les groupements sulfhydryles (-SH),
ils inactivent facilement les antioxydants contenant du soufre ;

¢ Les médicaments (traitements contre le cancer, psoraléne;

e Les radiations (ionisantes, ultraviolets, micro-ondes) ;

e L'absorption dermique (insecticides, médicaments).

1.5. Roles physiologiques des radicaux libres

Les especes réactives de l’oxygéne présentent un paradoxe dans leurs fonctions
biologiques. D’une part, ils préviennent les maladies en aidant le systéme immunitaire par la
médiation de la signalisation cellulaire et en jouant un rdle essentiel dans 1’apoptose. D’autre

part, ils peuvent endommager des macromolécules importantes dans les cellules.

Du fait de I'importance de 1’oxygene dans les systémes biologiques, en situation
physiologique, les especes réactives sont créées en continu dans 1’organisme. Ainsi, les
radicaux libres générés de fagon permanente par le métabolisme normal de 1’oxygéne, ne sont
pas seulement des produits agressifs mais aussi des modulateurs de voies de transduction du
signal et de I’expression de génes qui participent a I’homéostasie vasculaire. IlIs jouent le role
de messager pour la cellule dans I’apoptose et dans la défense contre les infections (Droge,
2003).

Les phagocytes activés produisent des ERO en quantités suffisantes pour luter contre les
bactéries. Dans ce systéeme, les ERO sont produits par le complexe NADPH qui transforme le
O, en O, (Kardeh et al., 2014). Le O," est ensuite réduit dans le phagosome par la
Superoxyde dismutase (SOD) en H,O, qui peut étre par la suite converti en HOCI par la
Myéloperoxydase (MPO) (Lloyd et al., 2013). Le HOCI peut alors former spontanément le
OH’. Ces deux molécules hautement réactives sont tres toxiques pour les bactéries ingérées
par les phagocytes. Le HOCI est également un élément important de la défense

antimicrobienne par destruction de ’ancrage de I’acide désoxyribonucléique (ADN) a la
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membrane bactérienne, ce qui entraine 1’arrét de la réplication de I’ADN des bactéries

(Nordberg et Arnér, 2001).

L’oxyde nitrique (NO+) joue un role dans plusieurs processus physiologiques tel que la
protection cardiaque, la regulation de la pression artérielle, la neurotransmission et les

mécanismes de défense (Penna et al., 2009).

1.6. Roles pathologiques radicaux libres

Les ROS deviennent néfastes et toxiques pour 1’organisme a des doses excessives. Cette
surproduction au-dela des capacités antioxydantes des systémes biologiques donne lieu au
stress oxydant qui est impliqué dans I’apparition de plusieurs maladies allant de
I’artériosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le
processus du vieillissement. Ces ROS attaquent principalement les lipides membranaires,

mais aussi les protéines et les acides nucléiques.

1.6.1. Oxydation de PADN

L’ ADN nucléaire et mitochondrial est également des cibles des ERO. Les altérations les
plus communes sont 1’hydroxylation des bases puriques et pyrimidiques et du squelette
désoxyribose provoquant le clivage des brins et des mutations génétiques (Valko et al., 2006).
Le radical OH’ s’additionne sur les doubles liaisons de ces bases généralement en Cs ou Cg et
les oxyde. Un taux élevé de 8-0x0-guanine est un des principaux marqueurs d’agression
oxydante dans I’ADN (Valko et al., 2006 ; Pisoschi et Pop, 2015).

1.6.2. La peroxydation lipidique

En raison de leur haut degré d'insaturation, les membranes riches en acides gras
polyinsaturés sont trés sensibles a I'oxydation. Ce processus induit une modification de la
fluidité, de la perméabilité et de I'excitabilité des membranes (Tvrda et al., 2017). La réaction
incontr6lée des ROS avec les lipides membranaires conduit a une génération innombrable de
radicaux libres produits dans une réaction en chaine, qui provoque la détérioration des
membranes (Kardeh et al., 2014; Pisoschi et Pop, 2015).

Dans la phase d’initiation de la réaction en chaine de la peroxydation, un radical
hydroxyle réagit avec une chaine d’acide gras insaturé (LH) et produit un radical d’acide gras
et une molécule d’eau. Le radical d’acide gras n’est pas stable, dans la phase de propagation il

a tendance a réagir avec 1’0, pour produire un radical peroxyle lipidique (LOQ"). Cette
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molécule générée reagit ensuite avec un autre acide gras insaturé et produit un autre radical
d’acide gras et un peroxyde lipidique (LOOH) (Kardeh et al., 2014). Ce dernier est trés
réactif, il fournit une grande variété de produits actifs qui peuvent réagir avec les protéines et
I'’ADN. L’attaque oxydative des lipides génére également des aldéhydes réactifs, tels que le
malondialdéhyde et le 4-hydroxynonénal qui sont cancérigenes et mutageénes, car ils peuvent
détériorer I’ADN. D’autre part, ils peuvent attacher a des protéines et peuvent donc affecter

leurs fonctions (Kardeh et al., 2014; Pisoschi et Pop, 2015).

1.6.3. Oxydation des protéines

Les protéines sont susceptibles d'étre oxydées par les ROS. Cette oxydation peut rompre
les liaisons peptidiques modifiant ainsi la chaine protéique. Elle provoque des modifications
par addition de produits issus de la peroxydation. Le dommage des protéines peut se produire
par oxydation du thiol, une carbonylation, une fragmentation ou un mauvais repliement et
déploiement, ce qui pourrait conduire a la perte de I’activité de la protéine (Pisoschi et Pop,
2015). Les protéines oxydées perdent leurs propriétés biologiques et deviennent plus sensibles
a l'action des protéases. Elles deviennent aussi tres hydrophobes, soit par suppression de
groupements amines ionisables, soit par extériorisation des zones hydrophobes centrales et

vont alors former des amas anormaux dans ou autour des cellules (Favier, 2003).

Tous les acides aminés sont sensibles a I’oxydation, en particulier, la cystéine et la
méthionine sont facilement oxydables (Raedschelders et al., 2012; Pisoschi et Pop, 2015).
L’oxydation de la lysine, la proline, I’arginine et la thréonine donne également lieu a des
marqueurs de dérives carbonylés (Pisoschi et Pop, 2015). L’oxydation de la tyrosine par les
radicaux OHe produit la dityrosine, la réaction avec des ERN forme 1la 3-nitrotyrosine, alors
que la réaction avec le HOCI donne la 3-chlorotyrosine (Raedschelders et al., 2012; Sung et
al., 2013).

L’oxydation des protéines est impliquée dans plusieurs pathologies telles que
I’athérosclérose, les maladies neurodégénératives, 1’ischémie- reperfusion et le vieillissement
(Goto et Radak, 2013; Bordt et Polster, 2014; Moniczewski et al., 2015 ; Pisoschi et Pop,
2015).

1.7. Stress oxydatif et pathologies humaines

Le disfonctionnement des systemes de régulation de I'oxygene et de ses metabolites est a

I'origine des phénomenes de stress oxydant dont I'importance dans de nombreuses pathologies
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est maintenant largement démontrée. En fait, de nombreuses études, tant épidémiologiques
que cliniques, indiquent que le stress oxydant est potentiellement impliqué dans le
développement de plus d’une centaine de pathologies humaines différentes
(Chandrasekaran et al., 2017) allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant par les
maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégenératives et le diabéte (Tableau 2). Le
role du stress oxydant a été également évoqué méme dans des processus physiologiques tel
que le vieillissement (Torres-Cuevas et al., 2017). Néanmoins, la plupart des maladies
induites par le stress oxydant apparaissent avec I'dge car le vieillissement diminue les
défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale des radicaux (Liguori et al.,
2018).

Tableau 2. Principaux pathologies des radicaux libres

Pathologie Références

Les maladies cardiovasculaires Liguori etal., 2018

Cancers Valko et al ., 2007 ; Nichols et al., 2017

Maladies inflammatoires Densiov et Afanas’ev, 2005 ; Pisoschi et Pop, 2015
Athérosclérose Harrison et al, 2003 ; Pisoschi et Pop, 2015
Maladies auto-immunes Colucci et al., 2015

Maladies d’Alzheimer, de parkinson Pefia-Bautista et al., 2019 ; Smaga et al., 2015
Diabete Liguori etal., 2018

Arthrite rhumatoide Ahsan et al., 2003

1.8. Systemes de defense antioxydants

1.8.1. Antioxydants enzymatiques
1.8.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Les SOD sont les premiéres enzymes a intervenir dans la cascade des ROS. Elle
catalyse la catalyse la dismutation d’O;” en H,0, (Equation 4) (Ighodara et al., 2018).
Trois isoformes de cette enzyme sont décrites en fonction de ses cofacteurs métalliques et de
ces localisations : SOD 1 (Cu/Zn-SOD et localisation cytosolique et nucléaire), SOD 2 (Mn-
SOD et localisation mitochondriale) et SOD 3 (Cu/Zn-SOD et localisation extracellulaire)
(Peng et al., 2014).

202‘-4‘ 2H" =H,0,+ 0, (4)

10
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1.8.1.2. Catalase (CAT)

La CAT est une enzyme qui catalyse la transformation d’ H,O, en H,O et oxygene
moléculaire (Equation 5) (Saify et al., 2016), et se trouve dans les hématies et dans les

peroxysomes de nombreux tissus et cellules (Tokarz et al., 2014).

2H,0,=2H,0+0, (5)
1.8.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GSH-peroxydase) est une enzyme séléno-dépendante (Tvrda
et al., 2017), présente a la fois dans le cytosol et dans la mitochondrie. Elle joue un role de
détoxification par la réduction de deux substrats, le peroxyde d’hydrogéne et les
hydroperoxydes lipidiques (Equation 6 et 7) (Mukwevho et al., 2014; Pisoschi et Pop,
2015). Elle agit en synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la dismutation de

H,0O,en H,0 et O, (Arora et al., 2002).

H,0, +2 GSH — GSSG +2 H,0  (6)
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0  (7)

1.8.2. Les antioxydants non enzymatiques
1.8.2.1. Glutathion réduit (GSH)

Le GSH est un tripeptide (Lyglutamy-l-cystéinyl-glycine), c’est 1’antioxydant
intracellulaire le plus abondant, présent dans toutes les cellules aérobies; eucaryotes et
procaryotes (Poljsak et al., 2013). 11 peut piéger le peroxyde d’hydrogeéne, le radical
hydroxyle et I’acide hypochloreux (Sung et al., 2013). Le glutathion est aussi un cofacteur
indispensable au bon fonctionnement de la glutathion peroxydase GPx (Bonnefont-
Rousselot, 2002).

1.8.2.2. Acide urique

Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, il est a pH
physiologique majoritairement ionisé sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux
(OHe, ROO¢°, NOO:-...). Ces réactions conduisent a des especes radicalaires qui seront a leur
tour réduites (notamment par la vitamine C). Les propriétés antioxydantes de 1’urate in vivo
peuvent étre appréciées indirectement par le fait qu’un produit de réaction de ’urate avec

I’allantoine est présent a des taux élevés lors d’un stress oxydant (Haleng et al., 2007).

11
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1.8.2.3. Vitamine C

La vitamine C Appelé aussi I’acide L-ascorbique, c’est un antioxydant hydrosoluble,
qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle peut piéger directement
I’anion superoxyde Oye-, le radical hydroxyle HOe, I’oxygene singulet et réduit le peroxyde
d’hydrogéne en eau via I’ascorbate peroxydase (Smirnoff, 2018). Elle protege également les
phospholipides membranaires des dommages peroxydante (Pisoschi et Pop, 2015). Les
résultats d'une récente étude expérimentale sur les animaux indiquent que la vitamine C
améliore I'activité des enzymes antioxydantes et réduit significativement la concentration de

malondialdéhyde (MDA) dans les structures testiculaires (Tvrda et al., 2017).
1.8.2.4. Vitamine E

La forme naturelle de la vitamine E inclut quatre tocophérols isoméres a, B, v, 6, avec
une activité antioxydante variable. L” a-tocophérol est la forme la plus active de la classe des
tocophérols (Oroian et Escriche, 2015). Elle est liposoluble et se fixe a la membrane
cellulaire et inhibe la chaine de réactions de peroxydation des lipides en capturant un radical
lipidique peroxyle (ROQO") pour former un radical tocophéryle (Equation 8) (Tvrda et al.,
2017).

R-O0++a-TOH ——» R-OOHs+ a-TO* (8)
1.8.2.5. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont
regroupés en deux grandes familles: les caroténes et les xantophylles (Néve, 2002 ; Josse,
2003). L’activité antioxydante de ceux-ci est liée & leur longue chaine polyénique qui leur
permet de réagir avec les radicaux ROOe, HOe, O2+-, R par simple addition électrophile et
transfert d’électron. Ils permettent, en particulier, de neutraliser I’oxygéne singulet (Bernstein

etal., 2016).
1.8.2.6. Oligoéléments

Les oligoéléments (Cu, Zn, Se, Mn) ont des propriétés antioxydantes. lls servent
notamment de cofacteurs des enzymes antioxydantes (Liguori et al., 2018).

12
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1.8.2.7. Polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires d'un poids moléculaire élevé. Ils sont
largement distribués dans le regne végétal et ont des propriétés antioxydantes et en particulier
la classe des flavonoides. Les flavonoides peuvent agir de différentes facons dans les
processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des especes réactives de
I’oxygene, par chélation différents métaux de transition comme le fer et et par inhibition de
I’activité de certaines enzymes responsables de la production des ERO comme la xanthine

oxydase (Li et al., 2014 : Xu et al., 2017).
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2. Inflammation

L'inflammation est un mécanisme de défense (Li et al., 2017) et une réponse
immunitaire naturelle, qui se développe suite a une lésion tissulaire provoquée par des
facteurs physicochimiques (irradiations, brulure, traumatismes mécaniques...) ou des
infections microbiennes (bactériennes, virales ou parasitaire). Elle est accompagnée par la
production de divers médiateurs inflammmatoires tels que les cytokines, les leucotriénes et les
prostaglandines (Noack et al., 2018) pour éliminer 1’agent pathogene et réparer les lésions
tissulaires (Medzhitov, 2008). En outre, les cellules inflammatoires peuvent produire des
espéces réactives de I’oxygeéne et de nitrogéne qui peuvent déclencher des réactions

d’oxydation toxiques, conduisant a des 1ésions tissulaires (Majdalawieh et Fayyad, 2015).

L’inflammation peut étre aigue ou chronique. La premiére est une réponse immédiate
de courte durée, habituellement, elle disparait spontanément ou avec un traitement. Toutefois,
elle peut évoluer vers une inflammation chronique a laquelle plusieurs maladies peuvent étre
liées (Noack et al., 2018 ; Michels da Silva et al., 2019).

2.1. Inflammation aigué

L’inflammation aigue est la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée
(quelques jours a quelques semaines), I’installation souvent brutale. Elle se traduit par quatre
symptomes cardinaux: cedéme, rougeur, douleur et chaleur. (Rathinam et Fitzgerald, 2016).
Elle est caractérisée par des phénoménes vasculoexsudatifs intenses, par une forte présence
des polymorphonucléaires au niveau du foyer inflammatoire (Chen et al., 2018). Les
inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement mais peuvent laisser des
séquelles si la destruction tissulaire est importante. Les étapes de la réponse inflammatoire
aigué sont toujours les mémes quelque soient le stimulus inflammatoire et le tissu enflammé

(Dorward et al., 2012) peut étre divisée en trois grandes phases.

Une phase vasculaire immédiate (de D'ordre de minutes) caractérisée par des
modifications de la microcirculation locale .Une phase cellulaire consécutive caractérisée par
la mobilisation de nombreuses cellules immunitaires qui permettra 1’élimination des
microorganismes pathogenes et des tissus Iésés .Une phase de résolution et de cicatrisation

qui en quelques jours conduira a la restauration des tissus (Figure 2) (Weill et al., 2003).
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Figure 2. Les principales étapes de la réaction inflammatoire (Noack et al., 2018).
2.2. Inflammation chronique

Est une inflammation prolongée, peut durer plusieurs semaines voire plusieurs années.
Elle définit par la présence des cellules immunitaires (Howcroft et al., 2013 ; Park et al.,
2014). L’inflammation chronique peut survenir dans trois contextes principaux :@ La
persistance de la réaction inflammatoire et la perturbation de son contréle physiologique
(Serhan et al., 2010) une infiltration excessive des leucocytes au niveau du site inflammatoire
et une mauvaise élimination de 1’agent causal de I’inflammation (Dorward et al., 2012).
Certaines maladies auto-immunes et ainsi caractérisée par une longue durée (Anzai et al,
2004).

De fagon schématique, I’inflammation chronique se différencie de I’inflammation aigué
essentiellement par : les phénomeénes d’inflammation, de destruction tissulaire et de réparation
coexistent tout au long de 1’évolution de I’inflammation ; Les tissus ne se régénerent pas

correctement et un phénomene de cicatrisation pathologique s’installe (Weill et al, 2003).
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2.3. Les anti-inflammatoires

2.3.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Sont des médicaments a propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques.
Les effets des AINS résultent principalement de 1’inhibition de la cyclooxygénase et ainsi de
la synthese des prostaglandines. Cette inhibition peut étre irréversible, avec les AINS
salicylés, ou non avec les autres AINS (Trécot et Jouzeau, 2014). lls présentent une grande
hétérogénéité chimique mais ils ont en commun I’inhibition non sélective de 1’enzyme
Cyclooxygenase (COX) (Ortega et al., 2014). De nombreuses études ont toutefois montré
que l'administration a long terme des AINS peut avoir des effets secondaires importants sur le
tractus gastro-intestinal avec de nombreux effets nocifs tels que des lésions muqueuses, des
saignements, des ulceres peptiques et une perforation intestinale (Firestein et Mclnnes,
2017). Elles sont également associées a une incidence relativement élevée d'effets indésirables
rénaux, syndrome néphrotique, d'hypertension artérielle, de nécrose tubulaire aigué et de
toxicité cardiovasculaire (Antman, 2017; Grosser et al., 2017).

2.3.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

L’anti-inflammatoire stéroidien constitue une vaste famille de médicaments dérivés du
cortisol principal glucocorticoide surrénalien (Taofiq et al., 2015). lls représentent le
traitement le plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques (Payne et
Adcock., 2001 ; Kessel et al., 2014). Les AIS empechent I’activation de la phospholipase A2,
en bloquant a la fois la voie des prostaglandines et celles des leucotriénes (Mallem et Gogny,
2014). Les glucocorticoides représentent le traitement le plus éfficace des maladies
inflammatoires chroniques telles que 1’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes
(Kessel et al., 2014). L’usage des glucocorticoides est associé a de nombreux effets
indésirables qui s’accentuent avec le prolongement de la durée du traitement. Ces effets

secondaires sont I’hypertension artérielle et les ulcéres gastro-duodénaux (Chung, 2014).
2.3.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les substances naturelles sont de bonnes ressources pour le développement de
composés thérapeutiques a potentiel anti-inflammatoire sans ou avec des effets toxiques plus
faibles (Tableau 3) (Catarino et al., 2016).

Ce potentiel anti-inflammatoire est d0 a leur richesse en métabolites secondaires

bioactifs, tels que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les coumarines les terpénes...etc.
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L’activité anti-inflammatoire des composés phénoliques a été démontrée dans de nombreuses

études in vitro et in vivo. Ces substances actives peuvent agir a plusieurs niveaux de la

réaction inflammatoire en inhibant le métabolisme de 1’acide arachidonique en bloquant les

voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase (Yoon et Baek, 2005 ; Larsen et al., 2015).

Tableau 3. Plantes médicinales utilisées en Algérie dans le traitement des maladies

inflammatoires humaines (Boudjelal et al., 2013).

Famille/espece dela  Nom local Partie utilisé/ Utilisations Usages dans la
plante Mode d’utilisation recommandées littérature

Asteracées Babounje Fleurs/Infusion Anti-inflammatoire,  Anti-inflammatoire®
Anthemis nobilis L. Sédative, Eczema
Apiacées Bounafaae Partie aérienne/ Anti-inflammatoire, Irritation de la peau”
Thapsia garganica L. Racine Eczema
Borraginacées Lessan Partie aérienne/ Anti-inflammatoire, Cicatrisation des
Anchusa azurea Mill. elthor Infusion Antitumeur plaies®
Cupressacées Taga Partie aérienne/ Anti-inflammatoire, Calculs rénaux®
Juniperus oxycedrus L. Tablette infections oculaires
Lamiacées Meguene Partie aérienne/ Anti-inflammatoire  Antihypertenseur®
Mentha rotundifolia L Infusion
Malvacées Khobeiz Partie aérienne/ Anti-inflammatoire, Emolliente ©
Malva sylvestris L. Décoction perte de poids
Urticacées Horeig Fleurs/Décoction  Anti-inflammatoire, Antirhumatismal®

Urtica dioica L.

antidiabétique

%(Rossi et al., 1988), °(Christensen et al., 1982), °(Cakilcioglu and Turkoglu, 2010), °(Heamalatha et al., 2011),
®(Asgarpanah and Roohi, 2012).
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3. Polyphenols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des plantes qui se trouvent
a I'etat naturel dans toutes les matiéres végétales, y compris les produits alimentaires a base de
plantes (Giordano et al., 2017). Ces composés font partie intégrante de l'alimentation
humaine et animale. Ils représentent le groupe le plus important d'antioxydants naturels
(Gongalves et al., 2017).

Les composés polyphénoliques sont caractérisés par leur structure de base constituée
d’un cyle aromatique hydroxylé, le phénol. Lorsqu’ils comportent plusieurs groupements
hydroxyles associés a un ou plusieurs noyaux benzéniques, ces composés sont qualifiés de

polyphénols (Legrand, 2015).

3.1. Classes principales des polyphénols

Les principaux groupes de polyphénols sont les acides phénoliques, les flavonoides et

les tanins (Huyut et al., 2017) et d'autres substances phénoliques (Figure 3).

POLYPHENOLS
\
[ PHENOLIC ACIDS | . | Non-FLAVONOIDS |
\ |
( [ )
Hydroxycinnamic acids H Hydrobenzoic acids |
Coumaric Acid Gallic Acid Resveratrol Secoisolariciresinol

8] Oy -OH

o - H,l:ro | T OH
o
|
HOY HO OH - g}u,
Ferulic Acid OH h

0
w Anthoxantins Anthocyanins o
OH oH OH
. Cyanidin 45 o O
c
L,
OH
{ I I I ]
‘ Flavonols | ‘ Isoflavones ‘ [ Flavones ‘ |F!avanones ‘ ‘ Flavanocls ‘
™ oH
o HO. . o
-m,,-nvo\,f::? % e Qﬁ. 1 o
L, | CH O HOY o
iy on on fg
o+ O a
CQuercetin Daidzein Apigenin Naringenin Catechin

Figure 3. Classes de polyphénols (Beconcini et al., 2020).
3.1.1. Acides phénoliques

Sont les principaux polyphéenols alimentaires (Watson et al., 2013), ils sont présents

dans tous les fruits et les Iégumes et représentent environ un tiers de la teneur totale de
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I'alimentation en polyphénols (Sharma et al., 2015). Les acides phénoliques sont des
composes polyphénoliques non-flavonoides qui peuvent étre divisés en deux classes
principaux: dérivés de 1’acide cinnamique et dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule
de base de type C6-C3 et C6-C1, respectivement (Figure 3 et 4) (Calinoiu et al., 2018). La
concentration de 1’acide hydroxy-benzoique est généralement trés faible chez les végétaux
comestibles. Ces dérivés sont assez rares dans I“alimentation humaine par contre ceux

d“acides hydroxycinnamiques sont trés présents (Fleuriet et al., 2005).

R1 R2 R3 Acide phénolique
H H H Acide cinnamique
R1 OCH H OH H Acide p-coumarique
OH OH H Acide caféique
. OCH; OH H Acide férulique
R3 OCHjs H OCHjs Acide sinapique

Figure 4. Principaux acides hydroxycinnamiques (Calinoiu et al., 2018)

Rl R2 R3 R4 Acide phénolique
H H H H Acide benzoique
R2 Ri H H OH H Acide p-hydroxy
benzoique
R3 COOH i .
H OH OH H Acide protocatechique
Ra H OCH; OH H Acide vanillique
H OCH; OH OCH; Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure 5. Principaux acides hydroxybenzoiques (Cilinoiu et al., 2018).
3.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments végétaux qui représentent la famille la plus
importante des polyphénols avec plus de 9000 composés (Wang et al., 2018) appartenant a
plus de 10 classes dont les principales sont les flavonols, les flavones, les flavanols, les
isoflavones et les anthocyanes et proanthocyanidines (Losada-Barreiro and Bravo-Diaz,
2017).

Les flavonoides sont caractérises par une structure de base a 15 atomes de carbone,

constitues de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane, formant
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une structure C6-C3-C6. Les classes different entre elles par la structure et le degré
d’oxydation de I’hétérocycle central (cycle C), ainsi que par la nature de ses connexions avec
les cycles A et B (Valenzuela et al., 2016). Cette classification a été basée sur la nature des
substitutions R5 et R7 du cycle A, la nature des groupements R3’, R4’ et RS’ du cycle C ou
bien le degré d’oxydation et la diversité fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et 4 du
cycle (Tableau 4) (Malesev et Kuntié, 2007).

Tableau 4. Principales classes des flavonoides (Treml et Smejkal, 2016).

Classes Structures chimiques R3" R4'" R5  Exemples

H OH H Apigénine

Flavones
OH OH H Lutéoline
OH OCH; H Diosmétine
H OH H Kaempférol
Flavonols
OH OH H Quercétine
OH OH OH  Myrecétine
OH H H Catéchine
Flavanols
H OH H  Naringénine
Flavanones

OH OH H Eriodictyol

H OH H  Pelargonidine

Anthocyanidines OH OH H Cyanidine

OH OH OH Delphénidine

R5 R7 R4

Isoflavones
OH OH OH Genisteine

H O-Glu OH Daidezine
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3.1.3. Tanins

Ce sont des polyphénoles polaires d’origine végétale de haut poids moléculaire,
existent dans presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines
(Redondo et al., 2014). lls possédent un grand nombre de groupements hydroxyles qui leurs
permettent des combinaisons stables avec les protéines, les polysaccharides, les acides
nucléiques, les stéroides mais aussi a d’autres polymeres tels que les alcaloides et les gélatines
(Okuda et Ito, 2011). D’aprés leurs natures, les tanins sont répartis en tanins hydrolysables
ou pyrogalliques et en tanins condensés ou pyrocatéchiques (Figure 6) (Bennick, 2002). Ils
peuvent avoir plusieurs activités biologiques dont 1’activité antioxydante, antimicrobienne,
antinflammatoire, analgésique, antifongique, antitumorale et antivirale et guérison d'un ulcére
gastrique (Lamy et al., 2014 ; Valverde Malaver et al., 2019).

A
m\.I j/OH oH
T\J;Z o
Y

m%;%oéo )

HO'  Ho

Figure 6. Structures chimiques des tanins (Bennick, 2002)
(A : Tanins hydrolysables ; B : Tanins condensés).

3.1.4. Stilbénes

Les membres de cette famille possedent la structure C6-C2-C6. Ces composés sont en
trés petite quantité dans notre alimentation. Ce sont des phytoalexines, composés produits par
les plantes en réponse a l'attaque par les microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux.
Les sources principales des stilbénes sont les raisins, le soja et les arachides. Le plus connu
d’entre eux est le resvératrol qui a été largement €étudié pour ses propri€tés anticancéreuses

(Martinez et al., 2014; Losada-Barreiro and Bravo-Diaz, 2017).
3.1.5. Les lignanes

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou le
noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres. Ils sont

constitués de deux unités de phénylpropane (C6-C3) (Martinez et al., 2014). Bien qu’ils
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entrent dans la composition de certaines graines, céréales, fruits et autres légumes (El
Gharras, 2009).

3.2. Activités biologiques des polyphénols

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressents particulierement dans deux
domaines: la phytothérapie et 1’hygiéne alimentaire (Leong et Shui, 2002). Les recherches
récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en particulier sont tres
poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques, ils sont doués d’activité
antioxydantes et antiradicalaires (Ahmed et al., 2015), antiallergique, anti-inflammatoire,
hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-

thrombotique, cardioprotective et vasodilatoire (Shahidi et al., 2018).
3.2.1. Activité antioxydante

Les polyphenols sont des antioxydants naturels puissants impliqués dans la défense
contre les dommages oxydatifs au niveau de la cellule et réduisent le risque de diverses
enzymatiques car ils possédent des structures chimiques idéales (Losada-Barreiro et
BravoDiaz, 2017). Cependant, I’intérét principal a été consacré a l'activité antioxydante des
flavonoides, en raison de leur capacité a réduire la formation et a éliminer les radicaux libres
(Carocho et Ferreira, 2013b; Catarino et al., 2016).

e Piégeage des radicaux libres

Les flavonoides comme la catéchine ou la quercétine avec leur structure sont capables
de réduire les radicaux libres tel que 1’anion superoxyde, les radicaux: hydroxyle (OHe),
alkoxyle et peroxyle, par le transfert d’hydrogeéne (Quifiones et al., 2013)., selon la réaction

suivante :

FLOH +R» —»FLO- +ROH

Ou Re : représente le radical et FL-Oe¢ : un radical flavonoxyl qui peut réagir avec un autre

radical et donner un composé stable (Figure 7).
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Figure 7. Mécanisme de piégeage d’un radical par les flavonoides (Terao, 2009).

De nombreuses études ont montré qu’il existe des relations entre la structure chimique des

flavonoides et leur capacité a piéger les radicaux libres (Pietta, 2000).

e Chélation des ions métalliques

Un certain nombre de flavonoides chélate efficacement les métaux, qui jouent un role
important dans le métabolisme de l'oxygéne. Le fer (Fe*") et le cuivre (Cu*) libres ont un
potentiel amplificateur pour la formation des especes réactives d’oxygene, a titre d’éxemple;
lors d’une réaction de fenton : la réduction de peroxyde d'hydrogéne provoque la formation du

radical hydroxyle et des complexes métalliques stables (Zhang et Tsao, 2016).

H,0; +Fe* (Cu*) —» OHe+ OH- +Fed* (Cu?)

Les Composés phénoliques avec catécholate et groupes gallate peut inhiber le métal
induit la formation du radical oxygéne soit par coordination avec le Fe?* et le renforcement de
l'auto-oxydation de Fe?* soit par la formation de complexe inactif avec le Cu®*, Fe** ou le Cu*
relativement avec faible interaction (Perron & Brumaghin, 2009).

La chélation des ions métalliques par les flavonoides nécessite trois sites principaux
(Figure 8) :

e Noyau catéchol sur le cycle B

e Les groupe 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C

e Le groupe 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C (Pietta, 2000).
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Mn* = Fe®" cu?

Figure 8. Sites de chélation des ions métalliques par les flavonoides (Kasprzak et al., 2015).

Des études récentes suggérent que le site privilégié de complexation des ions fer par la
quercétine, la lutéoline et le kaemférol est le groupement 3-hydroxy-4-oxo du cycle C
(Middleton et al., 2000).

e Modulation des enzymes
Les polyphénols peuvent stimuler les enzymes antioxydantes telles que la glutathion
peroxydase, la catalase et la superoxyde dismutase, et inhiber 1’expression des enzymes
impliquées dans la génération des radicaux libres telle que la xanthine oxydase,
cyclooxygénase, la lipoxygénase la monoxygénase microsomale, la glutathione S-transferase
et la NADH oxydase (Pokorny et al., 2001 ; Alvarez-Suarez et al., 2011).

3.2.2. Activité anti-inflammatoire

De nombreux travaux in-vitro et in-vivo mon trentque les composés phénoliques
possédent des propriétés anti-inflammatoires et sont aussi capables de moduler le
fonctionnement du systéeme immunitaire (De Medina et al., 2009 ). Les polyphénols sont des
ihnibiteurs de certaines enzymes, la cyclooxygénase (COX), la lipoxygénase (LOX) et

I’iINOS, associées aux propriétés pro-inflammatoires (Calinoiu et al., 2018).

Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération de I’histamine
des basophiles et des mastocytes. La quercétine a un effet anti-inflammatoire en inhibant
quelques enzymes de synthése tel que la cyclooxygénase (Gonzalez et al., 2011). Une étude
portant sur I’astragaline, la fisetine, le kaempferol, la myricétine, la quercétine et la rutine, sur
les réactions inflammatoires allergiques induites par les mastocytes a permis de constater que
toutes ces molécules, hormis I’astragaline, inhibent la sécrétion de 1’histamine (Park et al.,

2008).
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3.2.3. Activité anticancéreuse

Plusieurs études menées in vitro sur des lignées de cellules cancéreuses (Pan et al.,
2015 ; Pavan et al., 2015 : Terkmane et al., 2018) ou in vivo a l'aide de modéles animaux
(Alonso-Castro et al., 2013 ; Thangavel et Vaiyapuri, 2013) ont rapporté que les composés
phénoliques posseédent une activité anti-carcinogéne. Ces composes peuvent étre facilement
absorbés par les cellules et avoir des effets a la fois protecteurs et déléteres. Ils peuvent
bloquer l'initiation de la cancérogéneése par I'inactivation de molécules génotoxiques exogenes
ou endogenes, y compris les especes réactives de I'oxygéne (Fantini et al., 2015). Certains
flavonoides (epigallocatechin-3-gallate, Quercetine, génistéine, daidzéine et biochanine) le
resveratrol, les tannins, I'épigallocatéchine-3-gallate, I'acide gallique et I'anthocyanine ont
montré des effets protecteurs dans certains modeles cancéreux (Kumar et al., 2013 ; Rady et
al., 2018). Les flavonoides ont montré également, des effets protecteurs contre les cancers de

la prostate, du c6lon et du poumon (Duthie, 2000).
3.2.4. Effet sur le systéeme cardiovasculaire

Diverses études épidémiologiques ont montré qu’il existe une corrélation inverse entre
la consommation d’aliments riches en polyphénols et le risque de développement des
maladies cardiovasculaires (Auger et Schini Kerth, 2014 ; Sung et al., 2019). Au niveau des
arteres, ces molécules préviennent I’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL)
évitant ainsi D’athérosclérose. Les polyphénols inhibent aussi l’agrégation plaquettaire
impliquée dans le phénoméne de thrombose. Ainsi en prévenant 1’arthérosclérose et les
risques de thrombose, ces composés limitent les risques de I’infarctus du myocarde (Akroum,
2010). La naringine a un effet anti-athérosclérose en cas d’hypercholestérolémie, en

préservant la paroi vasculaire (Moghaddam et al., 2020).
3.2.5. Polyphénols et maladies neurodégéneratives

Les polyphénols et en particulier les flavonoides comme les xanthones, la quercetine, la
gossypetine, la myricetine et 1’epicatechin-3-gallate ont été révélés comme des inhibiteurs
efficaces de ’acétylcholenestérase (AChE) qui est I’enzyme cible dans le traitement de la
maladie d’Alzheimer (Bruhlmann et al.,, 2004). Ainsi, I’augmentation du niveau de
I’acétylcholine est le premier précurseur du traitement de la maladie d’Alzheimer (Jabir et

al., 2018) ).
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3.2.6. Activité antimicrobienne

Des recherches antérieures ont révélé que, les polyphénols et principalement les
flavonoides, sont dotés d’une activité bactéricide qui se manifeste par de trois mécanismes
différents: dommages de la membrane plasmique bactérienne par la diminution de la fluidité
membranaire, effet inhibiteur sur le métabolisme énergétique bactérien et inhibition de la

synthése des acides nucléiques (Djahra et al., 2015; Zacchino et al., 2017).
3.2.7. D’autres effets biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont connu pour leur effet antidiabétique (Kim et al., 2016), effet
contre le vieillissement (Serino et al., 2019), certains effets sur les lésions gastriques et
hépatiques, la protection de I’intestin et la stabilité des cellules rouges sanguines (Quifiones et
al., 2013).
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4. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés naturels, complexes, de structures organiques
variées, liquide, odorantes, volatiles, synthétisées par les plantes aromatiques et médicinales
(PAM) comme metabolites secondaires (Fokou et al., 2020). Elles sont présentes sous forme
de minuscules gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, les racines, les branches, les
bois (Cherrat, 2013) les écorces et les graines (Lakhdar, 2015). Elles sont trés sensibles aux
variations de température, a la lumiére et a ’oxygéne (Cherrat, 2013) et présentes en petites
quantités par rapport a la masse du végétal (Padrini et Lucheroni, 1996). Les huiles
essentielles ne représentent qu'une petite fraction de la composition globale de la plante,
néanmoins, elles conferent les caractéristiques par lequel les plantes aromatiques sont utilisées
dans l'alimentation, le domaine de la cosmétologie et les industries pharmaceutiques

(Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007).

4.1. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles est complexe, on trouve généralement
de nombreux constituants dans une huile essentielle appartenant principalement a deux grands
groupes chimiques ; les composés terpéniques et les composées aromatiques dérivés du

phénylpropane (Catier et Roux., 2007).

4.1.1. Lescomposées terpéniques

Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le regne
végétal dont la majorité est rencontrée dans les huiles essentielles (HES) (Fokou et al., 2020).
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unités
isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) (Figure 9). lls sont subdivisés selon le nombre
d’entités isoprénes en monoterpénes formés de deux isopreénes (CioHi6), les sesquiterpénes,
formés de trois isoprénes (CisH,4), les diterpenes, formés de quatre isoprénes (CaoHs), les
triterpénes, formes de six isopréenes (CsoHag). Les tetraterpenes sont constitués de huit
isoprénes qui conduisent aux caroténoides. Les polyterpénes ont pour formule générale :
(CsHg)n, ou n varie de 9 a 30. Les térpénoides sont des terpénes ayant une ou plusieurs
fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide). Dans la composition de la plupart des
HEs, les monoterpenoides et les sesquiterpenoides forment la majeur partie (Eslahi et al.,
2017).
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Figure 9. Structure de la molécule d’isopréne
4.1.1.1. Les monoterpénes

Sont volatils, entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et représentent la
majorité des constituants des HEs, parfois plus de 90%. Ils peuvent etre acyclique (myrcene,
o-cymene), monocyclique (terpinene, p-ciméne) ou bicyclique (pinene, sabinene). A ces
terpenes se rattachent un certain nombre de substances & fonction chimique (Bruneton,
2009). :

e Alcools : géraniol, menthol.

e Aldéhydes : géranial, citronellal, sinsenal.

e Cétones : carvone, menthone, B-vétinone.

e Esters : acétate de géranyle, acétate de linalyl, acétate de cédryle, acétate o terpinyle.

e Peroxydes : ascaridol, allicine.
4.1.1.2. Les sesquiterpéenes

Ils comportent trois unités d’isopréne, leur formule est CisHyg. Il existe une grande
variété de sructure, les monoterpénes, acycliques (farnésol), monocycliques (humuléne, a-
zingiberene) ou polycycliques (matricine, artéannuine,  artémisinine). Ils renferment des
fonctions chimiques caractéristiques comme [I’alcool (farnésol, carotol, [-santalol,
patchoulol), les cétones (nootkatone, cislongipinane-2.7-dione, B-vétivone), les aldéhydes

(sinensals) et les esters (acétate de cédryle) ((Eslahi et al., 2017).

4.1.2. Lescomposés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les composes aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents
dans les huiles essentielles que, les monoterpenes et sesquiterpenes (Pavela, 2015). Ils sont
caractérisés par un noyau aromatique lié a une chaine de trois atomes de carbone propéne
(Hyldgaard et al., 2012). Trés souvent, il s’agit d’allyle et de propénylphénol.

Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline,

I'eugénol, l'anéthole, l'estragole et bien d'autres (Eslahi et al., 2017). lls sont davantage
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fréquents dans les HEs d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles

du clou de girofle, la vanille, la cannelle, le basilic, I'estragon, etc (Scimeca, 2007).

4.2. Activités biologiques des huiles essentielles
4.2.1. Activité antioxydante

Certains constituants des huiles essentielles présentent un potentiel antioxydant tres
marqué, ils sont actuellement commercialisés ; c’est le cas de ’eugénol (Barclay et al., 2006;
Amorati et al., 2013), le thymol (Echazu et al., 2017; Luna el al., 2017; Meeran et al.,
2017; Razavi et al., 2017) et le carvacrol (Zareiyan et al., 2017; Baranauskaite et al., 2017;
Homayounia et al., 2017).

4.2.2. Activité anti-inflammatoire

Les huiles essentielles sont utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires, tels que les rhumatismes, les allergies et I'arthrite (Maruyama et al., 2005),
le cas de I’huile de Gingembre qui est utilisé comme antiinflammatoire (Ezzat et al., 2017;

Rondanelli et al., 2017; Abolaji et al., 2017).
4.2.3. Activité antimicrobienne

La majorité des huiles essentielles ont un spectre d'action trés étendu contre un large
éventail de microorganismes dont les bactéries, les champignons et les levures, les virus et les
protozoaires. Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature ayant la propriété
antibactérienne et antifongique appartiennent a la famille des Lamiaceae (Ramdan et al.,
2017), tel le cas des huiles essentielles de ’origan (Soares et al., 2017; Bouyahya et al.,
2017; Nabet et al., 2017; Ozkan et al., 2017), I’huile essentielle de la lavande (Benbelaid et
al., 2012 ; Minooeianhaghighi et al., 2017 ; Ouedrhiri et al., 2017); ’huile essentielle de la
menthe (Abdelli et al., 2016; Chrysargyris et al., 2017), I’huile essenielle du romarin (Khia
et al., 2014; Bouyahya et al, 2017; Hadian et al., 2017).

4.2.4. Activité insecticide

De nombreuses études se développent actuellement pour isoler ou identifier des
substances secondaires extraites de plantes qui ont une activité insecticide, répulsive ou
antiappétante visa-vis des moustiques et autres insectes (Govindarajan et al., 2016; Hussein
et al., 2017; Castillo et al., 2017; Demircia et al., 2017). De plus, des produits issus de
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plusieurs espéces florales posseédent des effets répulsifs, contre un certain nombre d’insectes

Coleopteres ont été décelés (Hashem et al., 2012).

4.2.5. Activité cicatrisante

Les huiles essentielles favorisent la réparation tissulaire, elles maintiennent 1’asepsie et
empéchent I’inflammation des tissus, favorisant ainsi la cicatrisation ; certaines huiles
essentielles agissent sur les taches brunes de la peau. L’huile essentielle d’Arbre a thé peut
régénérer les tissus irradiés par les radiothérapies (Millet, 2015; Raynaud, 2016 ;
Benkhaled et al., 2020).
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5. Présentation des plantes etudiées

Notre travail porte sur I’étude de deux espéces de la famille des Lamiacées : Mentha pulegium

L. et Lavandula stoechas L.
5.1. Mentha pulegium L. ssp.pulegium

Connue sous le nom, la menthe pouliot, le mot « pouliot » vient du latin pulegium , qui dérive
de pulex : la puce ; fait référence a la propriété que posséde la plante, est d'éloigner les puces
(Dellille, 2007), dont le nom vernaculaire « fliyou » cette plante est largement utilisée en
médecine populaire dans de nombreuses cultures (Agnihotri et al., 2005 ; Diaz-Maroto et
al., 2007). Elle est représentée par deux sous espéces: Mentha pulegium ssp. vulgaris et
Mentha pulegium ssp. pulegium (Quézel et Santa, 1962). Cette derniére fera 1’objet de notre
étude.

5.1.1. Systématique

= Reégne: Plantes

» Embranchement: Phanérogames ou Spermaphytes
= Sous-embranchement: Angiospermes

= Classe : Dicotylédone

= Sous-classe: Gamopétale

= Ordre: Lamiales

= Famille: Lamiacées

» Genre: Mentha

e Espece: Mentha pulegium Linné, 1753 (Quézel et Santa, 1963).

5.1.2. Description botanique

M. pulegium L. (Figure 10) est une plante a tige dressée, Sa saveur est fortement
aromatique et son odeur est intense. Les tiges a section carrée, sont plus ou moins dressees,
verdatres ou grisatres, tres ramifiées. Les feuilles, opposées et petites, sont ovales ou
oblongues presque entiéres (légerement dentelées ou crénelées) et munies d'un court pétiole.
C'est une plante glabre de 10 — 30 cm a inflorescences formées de nombreux verticillatres
denses, feuillés et distants (Quézel et Santa, 1963 ; Arvy et Gallouin, 2003). Les fleurs, qui
apparaissent en été, de Mai a fin Septembre, sont roses lilas, parfois blanches, et sont
groupées a l'aisselle des feuilles en glomérules largement espacés le long de la tige (Quézel et

Santa, 1963 ; Arvy et Gallouin, 2003). Le calice est a cinq dents pileuses, a gorge obstruée
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de poils a la maturation. La corolle est a gorge pileuse, bossée d'un coté a la gorge (Beloued,
2003).

Figure 10. Aspect morphologique de M. pulegium L. (Originale, 2017).
5.1.3. Utilisation traditionnelle

Les parties aériennes fleuries de la plante sont traditionnellement utilisées pour leurs
propriétés antimicrobiennes, expectorantes, carminatives et antispasmodiques dans le
traitement du rhume, la bronchite, la tuberculose, la sinusite, utilisee également pour traiter le
choléra, les intoxications alimentaires, les flatulences et les coliques intestinales (Baba Aissa,
2000 ; Delille, 2007 ; Ouakouak et al., 2015).

La menthe pouliot combat I’ingestion et rétablit les troubles gastriques comme les
crampes et les gaz intestinaux, c’est un excellent carminative contre les ballonnements, elle
est également cholagogue : efficace contre les brulures d’estomac (stomachique) (Baba
Aissa, 2000) et cicatrisante (Rebbas et al., 2012). Cette plante a un pouvoir insecticide, elle
lutte contre les poux, les moustiques et les puces. Elle protége, rafraichit et nettoie la peau
(Guy, 2005).

Les feuilles de la menthe pouliot confites ou séchées sont particuliérement appropriées
pour parfumer et décorer les plats, les sauces et les soupes, Elle est aussi utilisée pour préparer
les tisanes. Le pouliot est surtout employé pour parfumer les savons, les détergents, ainsi que
les dentifrices (Boukenna et Bouzidi, 2007).

5.1.4. Composition chimique

La composition chimique des huiles essentielles de M. pulegium L. a fait 1’objet de
nombreuses publications. Elle est caractérisée par la présence majoritaire de cétones

possédant un squelette menthanique. En effet, les compositions décrites de la menthe pouliot
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dans différents pays ont montré la prédominance de la pulegone. La menthe pouliot
marocaine est également caractérisée par la dominance de ce constituant: 78.07% (Sbayou et
al., 2016), 69.8% (Ait-Ouazzou et al., 2012). En Egypte Inde la menthe pouliot contient la
pulégone (65,9 - 83,1%) (Agnihotri et al., 2005); en Algérie 81,4% (Baali et al., 2019) et en
Turquie (51,17%) (Jafari et al.,, 2019). L’association pipéritone (38% et 35,56%)/
pipériténone (33% et 21,18%) respectivement (Mahboubi et al., 2008; Derwich et al., 2010).

La menthe pouliot comprend des métabolites secondaires tels que les flavonoides et les
acides phénoliques (Zaidi et al., 1998). La composition chimique de I’extrait méthanolique de
la menthe pouliot a été décrite par plusieurs chercheurs, dont les principaux composés
identifiés, sont 1’acide rosmarinique, 1’acide chlorogénique et la diosmine (Sankara
Subramanian and Nair 1972 ; Dorman et al. 2003 ; Brahmi et al., 2015 ; Taamalli et al.,
2015 ; Baali et al., 2021).

5.2. Lavandula stoechas L.

Le mot lavande dérive du verbe laver, il est peut étre issu de l'italien lavando (action de
laver) mais peut remonter au latin lavare qui signifie laver et aussi se baigner (Ryley, 1998).
Elle a été historiqguement la premiere lavande a étre formellement décrite et c’est aussi la

lavande la plus répandue (Upson et al., 2000).

L’espéce Lavandula stoechas L. (syn. Stoechas officinarium Moench) est
communément appelée ‘lavande francaise’, ‘lavande italienne’, ‘lavande espagnole’, ‘lavande
des stoechades’, ‘lavande maritime’, ‘lavande papillon’ ou ‘lavande a toupet’. La lavande des
stoechades, connue sous le nom vernaculaire arabe de «Helhal, Amezzir, Khlzama»
(Benabdelkader, 2012).

5.2.1. Systématique
* Regne: Plantes
= Embranchement: Phanérogames ou Spermaphytes
= Sous-embranchement: Angiospermes
= Classe: Dicotylédones
= Sous-classe: Asteridées
= Ordre: Lamiales
»  Famille: Lamiacées
= Genre: Lavandula

= Espece: Lavandula stoechas Linné, 1753 (Quezel et Santa, 1963).
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5.2.2. Description botanique

L. stoechas se présente sous la forme d’un arbrisseau ou d’un buisson trés aromatique et
tres ramifie pouvant atteindre un métre de haut avec une lourde odeur semblable & celle du pin
(Figure 11). Les feuilles opposées de 2-4 cm de long sont sessiles, tomenteuses, oblongues,
lancéolées, linéaires, étroites et recourbées sur les bords et sont souvent grises. Les
inflorescences de coupe carrée sont sessiles, compactes et surmontéesd’une couronne de

bractées florales violettes, élargies, stériles, obovales ou spatulées de 1 & 2 cm de longueur.

Les bractées fertiles sont largement ovales a obovales-subtrilobées, brievement
acuminées, membraneuses, veinées et plus courtes que le calice. Le Calice est sessile, a treize
nervures avec des lobes moyens modifiés en un appendice. La Corolle est de couleur violet
foncée ou mauve (Benabdelkader, 2012). La floraison, plus précoce que chez les autres

lavandes, se déroule d’avril a mai puis en automne (Giray et Kirici, 2008).

= F 2 .
> ’ : - -

Figure 11. Aspect morphologique de L. stoechas L. (Originale, 2017).
5.2.3. Utilisation traditionnelle

L.stoechas est une espéce végetale bien connue et utilisée a travers toutes les régions
méditerranéennes pour ses vertus médicinales principalement attribués a sa teneur en H.E.
Elle a été largement utilisée par les médecins musulmans pour ses nombreuses vertus, comme
céphalique (tonique), résolvante, désobstruante, et carminative. 1ls la prescrivaient éggalement

pour lutter contre les divers infections pulmonaires (Said, 1996).

La plante est également employée traditionnellement dans la médecine populaire
comme antispasmodique (Schulz, 2005), expectorant, stimulant, (Giray et al., 2008) et pour
de multiples maladies du systéme nerveux central, comme I'épilepsie et la migraine, elle est

ainsi nomméé, ‘le balai du cerveau’ (Rabiei et al., 2014). Elle est de méme utilisée sous
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forme de fumigation pour soigner "le mal des sinus™ (Simonpoli et al., 1993), la plante
bénéficie d’autres propriétés ; cicatrisante et réparatrice (Baldovini et al., 1998 ; Hendel et
al., 2012 ; Ozcan et al., 2018) utilisée comme désinfectant des plaies contre les problémes
dermiques et I'eczéma (Goren et al., 2002), les infections urinaires, les maladies cardiaques
(Baytop, 1999), elle posséde aussi des vertus analgésiques, sédatives, antiseptiques (Lim,
2014) et antimicrobiennes (Zuzarte et al., 2013).

5.2.4. Composition chimique

La composition chimique des huiles essentielles de la lavande a été decrite par plusieurs
chercheurs. Elle renferme comme composés phytochimiques : a pinéne, B pinéne, borneol,
camphre, fenchone, limonene, linalol, luteoline, 1,8-cineole, (Ozcan et al., 2018). Le
fenchone et le camphre constituent les composés majoritaires. La lavande Italienne est
également caractérisée par la dominance de ces deux constituants: 37% et 27.3%
respectivement (Zuzarte et al., 2013), en Espagne 55.79 %, 18.18 % (Dadaliogylu et
Evrendilek, 2004), en Algérie 50.29% et 14.02% respectivement (Baali et al., 2019).

Les principaux flavonoides de L. stoechas L. identifiés sont apigénine 7-glucoside,
lutéoline 7-glucoside et lutéoline 7-glucuronide (Upson et al., 2000 ; Algieri et al., 2016 ;
Celep et al, 2018 ; Baali et al., 2021).
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1. Matériel

1.1. Matériel végétal

La partie aérienne de deux plantes (M. pulegium L ; L. stoechas L.) ont été récoltées
durant la période Juin 2017 de la wilaya de M’sila et Bouira respectivement (35° 34’ N et 4°
30" E pour M. pulegium ; 36° 21’ N et 4° 16’ E pour L. stoechas). Des échantillons de
M. pulegium L. stoechas ont été déposé a I’herbier de 1’université de M’sila sous les

spécimens de référence AB-50 et AB-106 respectivement.

L’identification botanique des deux especes a été effectuée par le botaniste Mr SARRI

Djamel au niveau du département des sciences de la nature et de la vie, Université de M’sila.

Les plantes fraichement collectées ont été séchées a 1’abri de la lumiére et conservées

dans un endroit sec et a température ambiante.

1.2. Animaux

Des souris Swiss albinos, males et femelles dont le poids varie entre 25-30 g ont été et
des rats femelles Albino Wistar pesant entre 140-220g ont éte utilisés. Les animaux ont été
procurés aupres de 1’Institut Pasteur d’ Alger et ont été placés dans des cages en polypropyléne
dans des conditions normales du laboratoire, 12 h lumiére/12 obscurité, a température
ambiante (23-25°C), ils ont accés libre a I’eau et a 1’aliment standard fourni par 1’office
national des aliments de bétails (ONAB) de Bejaia. Aprés une période d’adaptation de 7 jours,
les animaux sont pesés, marqués, et soumis a jeun pendant une nuit avant de le début des

expérimentation.
2. Méthodes

2.1. Extraction des huiles essentielles

La méthode d’extraction des huiles essentielles utilisée au cours de notre
expérimentation est I'hydrodistillation a 1’aide d’un dispositif de type « Clevenger ». C’est la
méthode préconisée par la Pharmacopée Européenne (Ph. Eurp., 2008). Cette technique
courante permet de séparer les huiles essentielles a 1’état pur et de fournir de meilleurs

rendements.

100 g de la partie aérienne séchée des deux plantes sont émiettées puis introduites dans

un ballon monocol de 2 L, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée (1L). Ce dernier
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a été ensuite mis a ébullition pendant 3 heures. Les huiles essentielles extraites sont

déshydratées avec du sulfate de sodium anhydre, pesées et conservées a 4°C a 1’obscurité.

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’huile récupérée et

la masse de la matiere végétale. Le rendement est calculé selon la relation suivante :

Mmyg
my

R = x 100

R : rendement en %
Mye : la masse de I'huile essentielle récupérée en gramme

my : la masse de la matiere végétale seche en gramme
2.1.1. Analyses des huiles essentielles par CPG/SM

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse (CPG) ont été effectuées sur un
chromatographe en phase gazeuse Shimadzu, modele 17-A équipé d'un détecteur a ionisation
de flamme (FID) et d'un logiciel d'exploitation Class VP Chromatography Date System
version 4.3 (Shimadzu). Les conditions analytiques étaient les suivantes : colonne capillaire
SPB-5 (15 m x 0, 10 mm x 0,15 pum), hélium comme gaz vecteur (1 mL / min). Injection en
mode split (1 : 200), avec injection de 1 pL (4% huile essentielle / CH2CI2 v / v), la
température de l'injecteur et du détecteur était 250 - 280 °C, respectivement. Vitesse linéaire
dans la colonne 19 cm/sec. La température du four a été maintenue a 60 °C pendant 1 minute,
puis programmée comme indiqué précédemment (Saija et al., 2016). Les pourcentages de

composés ont été déterminés a partir de leurs aires maximales dans les profils CPG-FID.

La chromatographie en phase gazeuse- Spectrophotométre de masse (CPG-SM) a été
réalisée en mode rapide sur un mod Shimadzu CPG-SM (GC-MS-QP5050A), avec la méme
colonne et les mémes conditions opératoires utilisées pour 1’analyse GC-FID et le logiciel
d'exploitation GC-MS solution version 1.02 (Shimadzu). La Tension d'ionisation de 70 eV a
été utilisé avec un multiplicateur d'électrons 900 V, et une température de la source d'ions de
180 ° C. Les données de spectre de masse ont été acquises dans le mode de balayage dans le
rang m / z de 40 a 400. Les mémes solutions d'huile (1 pL) ont été injectées en mode split (1
:96).
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2.1.1.1. Identification des composants des huiles essentielles

L’identification des composants est basée sur leurs indices de rétention CPG (par
rapport aux alcanes C9-C22n sur la colonne SPB-5), sur la correspondance informatique des
données spectrales MS avec celles des bibliotheques NIST MS (NIST, 1998), et sur la
comparaison des schémas de fragmentation avec ceux rapportés dans la littérature et dans la

mesure du possible, par co-injections avec des standards purs authentiques.

2.2. Extraction des composés phénoliques

Les extraits méthanoliques de L. stoechas L. et de M. pulegium L sont obtenus par
macération de 100 g des broyats dans 1 L de méthanol pendant 7 jours a température
ambiante, sous agitation magnétique (ratio 1:10). L’opération est répétée trois fois. Le
maceéras sont filtrés sur un papier Whatman. Ensuite les filtrats sont évaporés a sec a 1’aide
d’un évaporateur rotatif “BUCHI” a une température moyenne de 45°C. Les extraits obtenus
sont séché puis stockés a température de 4°C jusqu’a leurs utilisations (Sharma et al.,
2008).

Le rendement en extrait méthanolique (R) est le rapport entre la masse de ’extrait et la

masse de la matiére végétale utilisée multiplié par 100.
2.2.1. Caractérisation phytochimique
2.2.1.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux présente dans les extraits méthanoliques de
M. peleguim et L. stoechas est estimée par la méthode de folin-Ciocalteau (Aouachriaet al.,
2017). Ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif de
Folin-Ciocalteau en un complexe ayant une couleur bleue constitué¢ d’oxyde de tungsténe et

de molybdéne.

Briévement ; 1mL de reactif de folin (10 fois dilué) est ajouté a 200uL d’échantillon ou
standard (préparé dans le methanol) avec des dilutions convenables. Aprés 4 minutes
d’incubation, 800uL d’une solution de carbonate de sodium (NayCOs) (7.5%) sont
additionnées au milieu réactionnel. Apreés 2 heures d’incubation a température ambiante,

I’absorbance est mesuré a partir d’un spectrophotometre UV-visible (SECOMAM) a 765nm.
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La concentration des phénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (0-90 pg/mL) et est exprimée en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g EX).

1,2

¥=0,0123x +0,0094
R2=0,999

Absorbance

Concentration (ug/ml)

Figure 12. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. Chaque valeur représente
la moyenne = SD (n = 3).

2.2.1.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides des extraits méthanoliques de M. peleguim, L. stoechas a été
effectué selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) (Djeridane et al., 2006) dont le
principe est basée sur la formation d’une liaison covalente entre le trichlorure d’aluminium et
les groupements hydroxyles (OH) des flavonoides en produisant un complexe de couleur

jaune ayant une absorbance maximale a 430 nm.

Un volume de 1 mL d’échantillon ou standard (Quercétine) dilué dans le méthanol est ajouté a
1 mL de la solution AICI; (2% dans le méthanol). Aprés 10 min d’incubation a température

ambiante, I’absorbance est lue a 430 nm.

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage
(Figure 13) etablie avec la Quercétine (0-30 pg/mL) et est exprimée en milligramme
équivalent de Quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g Ex).
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Figure 13. Courbe d’étalonnage de la quercétine. Chaque valeur représente la

moyenne = SD (n = 3).
2.2.1.3. Dosage des flavones et flavonols

Le dosage des flavones et flavonols des extraits méthanoliques de M. peleguim,

L. stoechas a été effectué selon la méthode décrite par (Kosalec et al., 2004).

Brievement, a 0.5 mL des extraits méthanoliques dans un tube a essai ; sont ajoutés
1.5 mL d’éthanol, 0.1 mL de solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 10 % puis
0.1 mL d’acétate de sodium et 2.8 mL d’eau distillé. Aprés 30 min d’incubation a température
ambiante, 1’absorbance est lue & partir du spectrophotomeétre UV-visible (SECOMAM) a
415 nm.

La concentration des des flavones et flavonols est déduite a partir d’une gamme
d’étalonnage établie avec la Rutine (30-100 pg/mL) et est exprimée en milligramme

équivalent de Rutine par gramme d’extrait (mg ER/g Ex).
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Figure 14. Courbe d’étalonnage de la rutine. Chaque valeur représente la moyenne +

SD (n = 3).

2.2.1.4. Dosage des tanins totaux

La méthode a la BSA décrite par Hagerman et Butler (1978) et Pilarski et al. (2006),
est utilisée pour le dosage des tanins totaux. Cette méthode repose sur la précipitation des
tanins en présence de la protéine BSA. Le complexe tanins-protéine BSA réagit avec le
chlorure ferrique (FeCls), en milieu alcalin et en présence du Dodécyl Sulfate de Sodium
(SDS) et du triéthanolamine (TEA), pour former des chélates de couleur violette, dont la

formule générale est Fe (OR%), ot le OR" représente le polyphénol ionisé.

Dans des tubes a essai, 1 mL de chaque extrait méthanolique est ajouté a 2 mL d’une
solution de BSA (1 mg/mL), préparée dans un tampon acétate (pH 4,9 ; 0,20 M). Le mélange
est agité immédiatement et incubé a 4 °C pendant 24 heures. Les solutions sont ensuite
centrifugées a 3000 tours/min pendant 15 min pour obtenir une meilleure précipitation des
complexes tanins-BSA. Le précipité est dissout dans 4 mL d’une solution contenant le SDS
(1%) et le triéthanolamine (5%). La solution obtenue est additionnée de 1 mL de FeCls
(0,01M) et est mélangée vigoureusement. Aprés 15 min d’incubation, 1’absorbance est
mesurée a 510 nm. La concentration des tanins est déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue en utilisant ’acide tannique (25-1200 pg/mL). Les résultats sont

exprimés en milligramme équivalents d’acide tannique par gramme d’extrait (mg EAT /g Ex).
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Figure 15. Courbe d’étalonnage de I’acide tanique. Chaque valeur représente

la moyenne + SD (n = 3).
2.2.1.5. Analyse des extraits par RP-LC-DAD-ESI-MS/MS

La caractérisation des polyphénols a été réalisée par une chromatographie liquide en
phase inversée couplée a un détecteur de type « Diode Array Detector » (DAD) et a un
spectromeétre de masse a piege a ions (RP-LC-DAD-ESI-MS/MS).

La séparation chromatographique a été obtenue en utilisant une colonne Luna Omega
PS C18 (150 x 2,1 mm, 5 um ; Phenomenex, Torrance, CA, USA) a température ambiante et
avec un débit de 0,4 mL/min en utilisant une phase mobile constituée du solvant A (acide
formique a 0,1%) et du solvant B (acétonitrile) selon le programme d'élution suivant : 0-3
min, 0% B ; 3-9 min, 3% B ; 9-24 min, 12% B ; 24-30 min, 20% B ; 30-33 min, 20% B ; 33-
43 min, 30% B ; 43-63 min, 50% B ; 63-66 min, 50% B ; 66-76 min, 60% B ; 76-81 min,
60% B ; 81-86 min, 0% B ; 86-90 min, 0% B. Le volume d'injection était de 5 pL et les
spectres UV-Vis ont été enregistrés dans la gamme 190-600 nm. Les chromatogrammes ont
été acquis a 292 nm pour les acides hydroxycinnamiques et les flavanols, a 330 nm pour les

flavones et a 370 nm pour les flavonols.

Compte tenu de cela, la longueur d'onde d'acquisition choisie pour montrer le profil des
polyphénols des extraits de L. stoechas et de M. pulegium, et a laquelle tous les pics identifiés
sont visibles, est de 330 nm. Les parametres expérimentaux du spectromeétre de masse (piége
a ions modéle 6320) fonctionnant en mode d'ionisation positive (ESI) et négative (ESI") ont
été fixés comme suit : la tension capillaire était de 3,5 kV, la pression du nébuliseur (N;) était
de 40 psi, la température du gaz de séchage était de 350 °C, le débit du gaz de séchage était de

9 L/min et la tension de I'écumoire était de 40 V. En utilisant I'nélium comme gaz de collision
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(1,46 x 107 bar). Les spectres de dissociation induite par la collision ont été obtenus avec une
amplitude de fragmentation de 1,0 V (MS/MS). Le spectrométre de masse a fonctionné en
mode plein balayage dans la gamme m/z 90-1000. Les données ont été acquises par Agilent

ChemStation version B.01.03 et par le logiciel de contrdle des piéges version 6.2.

2.3. Etude de Pactivité antioxydante in vitro

2.3.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits (Huiles essentielles et extraits
méthanoliques) est évaluée par la méthode décrite par Prieto et al. (1999). Ainsi, un volume
de 0,3 mL de chaque extrait a différentes concentrations est mélangé a 3 mL de solution du
réactif (0.6 M acide sulfuriqgue, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate
d’ammonium). Les tubes sont incubés au bain-marie a 95°C pendant 90 min. Apres
refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre un blanc ou 1’extrait

est remplacé par le méthnol.

La capacité antioxydante totale est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec ’acide ascorbique (0-250 pg/mL) et est exprimée en pg
d’équivalent d’acide ascorbique par milligramme d’extrait (ug EAA/mg Ex). L'activité de

l'extrait est enfin comparée a celle d’un témoin positif, le butylated hydroxytoluene (BHT).
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Figure 16. Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique. Chaque valeur représente la

moyenne £SD (n=3).
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2.3.2. Test d’activité anti-radicalaire (DPPH)

Le pouvoir antiradicalaire ou I’effet « scavenger » sur le radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) est une méthode indirecte qui est initialement utilisée pour déterminer

les donneurs de protons dans les composés naturels.

Le DPPH- (2,2-phényl-1-picryl hydrazyl) est un radical libre de couleur violette qui est
réduit en DPPH de couleur jaune en présence de donneurs de protons. L’intensité de la
coloration est inversement proportionnelle a 1’activité antiradicalaire. Ce test est realisé selon
le protocole décrit par Li et al. (2009). Un volume de 1 mL de la solution de DPPHe 0.1 mM
est ajouté a 3 mL de I’échantillon a différentes concentrations ou du standard (BHT), le
mélange est vigoureusement agité puis laissé a I’obscurité et a température ambiante pendant
30 min. L’absorbance est lue a 517 nm contre un blanc (contenant 3 mL du méthanol et 1 mL
de la solution DPPHe). Les essais sont réalisés en triplicata et les résultats sont exprimés selon
la relation qui suit :

I (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

| : Pourcentage d’inhibition exprimé en %.

A.: Absorbance de la solution du DPPH (contr6le négatif).

At : Absorbance de la solution du DPPH en présence de 1’échantillon.

La concentration inhibitrice de 50% du DPPH (IC50) de chaque extrait est calculée et

exprimée en  pg/mL et comparée avec celle du BHT.

2.3.3. Test de réduction du radical-cation ABTS™

Le test de piégeage du radical ABTSe+ (2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonique) est basé sur la capacité d’un antioxydant de le réduire. Le radical ABTS™ en
contact avec un donneur d’hydrogéne (H) conduit 2 PABTS-H" et & la décoloration de la
solution a 734nm (Marc et al., 2004).

Ce test a été réalisé selon le protocole décrit par Re et al. (1999). La solution du radical
cationique ABTS™ a été préparée en mélangeant 2,45 Mm d’ABTS avec 7 mM de persulfate
de potassium. Aprés 16 heures d’incubation la solution ABTS™ est diluée avec I’eau
déminéralisée, afin d’obtenir une absorbance de 0,7+0,05 a 734 nm. Un volume de 2.9 mL de
cette solution fraichement préparée est ajouté a 0.1 mL de différents extraits et 1’absorbance
est mesurée apreés 7 min d’incubation a température ambiante. Le trolox a été utilisé comme

antioxydant de référence. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition et en
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activité antiradicalaire (1C50) de la méme fagon que ceux décrits précédemment pour le test
DPPH.

2.3.4. Test de blanchissement de B-caroténe

La capacité des extraits a inhiber la peroxydation lipidique a été étudiée par le test au
B-caroténe/acide linoléique (Aslan et al., 2006). Elle consiste a mesurer & 490 nm la
décoloration du B-carotene résultant de son oxydation par les produits de décomposition de
I’acide linoléique. Une émulsion B-caroténe/acide linoléique est préparée par dissolution de
0.5 mg de B-caroténe dans 1 mL de chloroforme, auxquels sont additionnés 25 pL d’acide
linoléique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme a été évaporé a 40 °C dans le rotavapor
“BUCHI”. 100 mL d’eau distillée saturée en oxygeéne ont été ajoutées au mélange avec
agitation vigoureuse. Le mélange réactionnel a été par la suite aliquoté (2.5 mL) dans des
tubes a essai, et 350 ul de chacun des extraits préparés (2 mg/mL pour les extraits et 5 mg/mL
pour les huiles essentielles, dans le méthanol) ont été ajoutés. La méme procédure a été
répétée avec I’hydroxytoluéne butylé (BHT ; 2 mg/mL) comme un contr6le positif et avec le
méthanol et I’eau distillée comme des contrdles négatifs. Les absorbances ont été lues a 490
nm aprés 1 heure, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 24 h et 48 h d’incubation a température ambiante a
I’obscurité. Le pourcentage de I’activité antioxydante (% AA) a été calculé ainsi :

AA% = (AE / AEt0) x 100
AE : absorbance en présence de I’extrait ou BHT
AEt0 : absorbance en absence de I’extrait ou BHT a tg

Les valeurs de % AA prises pour la comparaison sont ceux calculées a 24 h.

2.3.5. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

L'activité réductrice d'un extrait est évaluée par la réaction oxydoréduction entre I'extrait
et les ions métalliques de transition, notamment le fer (Huang et al., 2005), le ferricyanure de
potassium KsFe(CN)g fournit des ions Fe** qui seront réduit en Fe?* par les antioxydants
présents dans I'extrait végétal. Par conséquent, Fe®* peut étre évalué en mesurant et en
surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm.
Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés.

Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu. (1986).

2,5 mL de différents extraits ou de I’antioxydant standard (Acide ascorbique) a différentes
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concentrations est mélangé avec 2,5 mL d’une solution tampon phosphate (0.2M, pH 6.6) et
2,5 mL d’une solution de ferricyanure de potassium K3zFe(CN)s a 1%. Le mélange est incubé
au bain-marie (MEMMERT) a une température de 50°C pendant 20 min, ensuite 2,5 mL
d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction puis les tubes sont
centrifugés (SIGMA) a 3000 rpm pendant 10 min. Un aliquote de (2,5 mL) du surnageant est
combiné a 2,5 mL d’eau distillée et 0.5 mL d’une solution aqueuse de FeClz a 0,1%. La
lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel est faite a 700nm contre un blanc préparé en

remplagant I’extrait par méthanol.

Les résultats permettent de calculer la concentration effectrice (EC50 pg/mL),
concentration de I'extrait correspond a une absorbance égale a 0,5 obtenue par l'interprétation
de la courbe de régression linéaire. L'activité de I'extrait est enfin comparée a celle de témoin

positif (Acide ascorbique).
2.3.6. Chélation du fer ferreux

La capacité chélatrice des extraits des plantes est déterminée selon la méthode de Le et
ses collaborateurs (2007). La méthode est basée sur I’inhibition de la formation du complexe
Fe(11)-Ferrosine aprés le traitement des échantillons avec les ions Fe®*. 500 pL de solutions
d’extraits ou du standard (EDTA) a différentes concentrations sont mélangées avec 100 pl de
FeCl, (0.6 mM) et 900 puL de méthanol. Aprés 5 min d’incubation, 100uL de ferrozine (5
mM) sont ajoutées au milieu réactionnel, le mélange est agité et laissé réagir pendant 10 min
pour permettre la compléxation du fer résiduel. L’absorbance du complexe Fe®*-ferrosine est
mesurée a 562 nm.

L’activité chélatrice est exprimée en pourcentage en utilisant I’équation ci-dessous:
Activité chélatrice (%) = [(Ac- At)/ Ac] x100
Ac : Absorbance du contréle
At : Absorbance du test
Les concentrations (ECsp) des deux extraits qui produisent 50% d’activité chélatrice ont été

calculées.

2.3.7. Activité antioxydante ORAC

La capacité d'absorption des radicaux oxygene a été évaluée selon Barreca et al.
(2016). 20 pL des différents extraits dilu¢ dans une solution tampon de phosphate 75 mM (pH

7,4) a été¢ mélange avec 120 pL d'une solution de fluorescéine fraichement préparée a 117 nM.
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Aprés 15 minutes d'incubation a 37 © C, 60 pL de solution de 2,2'-az0-bis (2-amidinopropane)
HCI (AAPH) fraichement préparee (40 mM) ont été ajoutés. La fluorescence a été surveillée
toutes les 30 secondes pendant 90 min (Aex 485 nm; Aem 520 nm) en utilisant un lecteur de
microplaque a fluorescence (Fluostar Omega, BMG Labtech, Ortenberg, Allemagne). Pour le
control, en utilisant un tampon phosphate au lieu de I'échantillon et le trolox a été utilisés
comme antioxydant de référence (10-100 uM). Les résultats sont exprimés sous forme de
pourcentage d'inhibition (%) de la décroissance de la fluorescence en utilisant I'équation
suivante :

I (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100
| : Pourcentage d’inhibition exprimé en %.
Ac: fluorescence de la solution de I’APPH sans échantillon.
At : fluorescence de la solution de I’APPH en présence de I’échantillon.
La concentration inhibitrice de 50 % d’AAPH (ICso) de chaque extrait a été par la suite

calculée.
2.3.8. Activité anti-hémolytique

L'activité anti hémolytique des extraits a été évaluée comme décrit par Aman et al.
(2013). L’AAPH a été utilisé comme un générateur de radicaux libres. L’AAPH se
décompose en milieu aqueux et en présence de molécules d’oxygene, il produits les radicaux
peroxyles, afin de stimuler une série d’oxydation radicalaire de la membrane des globules
rouges. Le sang des souris sains a été collecté dans des tubes héparinés et centrifugés a 4000
rpm pendant 10 min, ensuite les globules rouges ont été lavés trois fois par le tampon
phosphate PBS (pH 7.4). Les érythrocytes ont ensuite été dilués avec PBS pour donner une
suspension a 20%.

500 ul de différentes concentrations des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS),
de M. pulegium (EX MP) et de 1’acide ascorbique ont été ajoutés a 500 pL de la suspension
érythrocytaire (RBC). Le mélange a été incubé pendant 5 min a température ambiante, ensuite
500 pL de solution AAPH (200 mM) a été ajouté, ce qui provoque aprés 3h a 37°C
d’incubation environ 90% d'hémolyse des cellules sanguines. Apres incubation, 8 volumes de
PBS ont eté ajoutés et le mélange réactionnel a été centrifugé (4000 rpm, 10 min) I'étendue de
I'némolyse a été déterminée en mesurant I'absorbance a 540 nm correspondant a la libération

de I'némoglobine, contre un blanc préparé en remplagant le volume d’extrait et le PBS par
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I’eau distillé. Les lectures des essais sont realisées en triplicata pour chaque concentration. Le

taux d’hémolyse (H) est calculé selon la formule ci-dessous :
H (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

H (%) : Taux d’hémolyse
Ac: Absorbance de contrble négative.
At: Absorbance de I’échantillon (test).

Les concentrations (EC50) des deux extraits qui produisent 50% d’hémolyse ont été calculées.

2.4. Evaluation de ’activité antibactérienne
2.4.1. Méthode des disques

La méthode de diffusion sur disques en milieu gélosé est utilisée pour la détermination
de I’activité antibactérienne des extraits et des huiles de deux plantes selon la méthode décrite
par Abdelli et al, (2016) en présence de quatre souches bactériennes pathogenes dont 2
souches bactériennes Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 25 923, Bacillus subtilis
ATCC 66 33) et 2 Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27 853, Escherichia coli
ATCC 25 922), référentielles de I'American Type Culture Collection (ATCC). Ces souches
nous ont été fournies aimablement par les responsables du laboratoire de Microbiologie du
complexe Antibiotical SAIDAL de Médéa et de I’Institut Pasteur.

Les souches bactériennes ont été réactivées afin d’obtenir des cultures jeunes en phase
de croissance exponentielle. Elles ont été repiquées sur bouillon nutritive et incubées a 37 °C
pendant 18 a 24 h. Une ou plusieurs goutes de chaque culture pure ont été prélevées et
suspendues dans 10 mL d'eau physiologique stérile pour obtenir une turbidité équivalente a
0.5 McFarland (Aycan et al., 2015). Les concentrations bactériennes de 1’inoculum sont
évaluées par turbidité et sont exprimées par la mesure de la densité optique (DO) a 600 nm sur
un spectrophotométre (SECOMAM). Une DO de 0,08 a 0,1 correspond a une concentration
de 10° UFC/mL (units forming colony/ mL) (Athamena et al., 2010).

La gélose Mueller-Hinton (MH) stérilisées, est distribuée dans des boites de Petri
stériles de 9 cm de diamétre a raison de 15 mL par boite, apres solidification, elles ont été
inoculées avec les microorganismes testés. Les disques de 6 mm de diameétre (papier Wattman
n°1)) imprégnés de 10 pl des extraits a étudier, dissous dans le diméthyle sulfoxyde 10%

(DMSO) a différentes concentrations, ils sont ensuite placés sur les géloses. Les boites de
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Petri sont maintenues a 4 °C pendant 2 h pour les huiles puis incubées a 37 °C pendant 24.
Les disques témoins sont imprégnés de DMSO. Les essais sont réalisés en triplicata dans les
mémes conditions expérimentales. En parallele la Gentamicine 10ug (GM) a été utilisée
comme control positif. Les diamétres des zones d'inhibition (mm) ont été mesurés, y compris
le diameétre des disques. Cette mesure est souvent transcrite dans différents symboles

proportionnels a 1’activité antimicrobienne (Tableau 5).

Tableau 5. Echelle de sensibilité des germes (Djabou et al., 2013).

Inhibition* mm Transcription Sensibilité
0 0 Résistant
<8 + Non sensible
8<@ <14 + moyennement sensible
14< @ <20 ++ Sensible
> 20 +++ Extrémement sensible

* valeur du diamétre du disque imbibé soustraite.

2.4.2. Détermination des CMI

L’effet bactériostatique des extraits etudiés est évalué en déterminant la concentration
minimale inhibitrices (CMI) par la méthode des microdilutions (Kpodekon et al., 2013). La
CMI est définie comme la plus faible concentration de 1’extrait a laquelle le micro-organisme
ne montre aucune croissance visible (Haddouchi et al., 2016). Tous les tests ont été effectués
dans le milieu Mueller Hinton en bouillon (MHB). Des dilutions en série au demi ont été
préparées dans des microplaques de microtitration de 96 puits dans la gamme de
concentrations choisie. Les souches, dont la concentration finale a été ajustée a 10° UFC/ML
et le rouge de phénol (0,02g/l) a été utilisé comme indicateur de la croissance des
microorganismes. Les microplaques ont éte incubées, a 37 °C pendant 24 h.

2.5. Etude Toxicologique
2.5.1. Toxicité orale aigué

Le test de toxicité orale aigiie a été évalué conformément a la ligne directrice n°® 423
de ’OCDE pour les essais des substances chimiques adoptées le 17 décembre 2001, suivant
I’essai limite a 2000 mg/kg de poids corporel (OCDE, 2001). L’essai a été réalisé sur 27
souris femelles Swiss albinos. Aprés 4 h de jelne pour enrayer toute interaction digestive

alimentaire, elles ont été réparties selon ’homogénéité de leur poids de la fagon suivante : lot
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témoin constitué de 3 femelles recevant de 1’eau physiologique (NaCl 0.9%), pour chaque
type d’extrait (extraits méthanoliques et huiles essentielle) ; 2 lots expérimentaux constitues
de 3 femelles séparément recevant 1’extrait, a dose de 2000 mg/kg de poids corporel en dose
unique par voie orale a raison de 1 mL/100g de poids corporel et leur comportement a été
observé ainsi que le nombre de décés sur une période de 14 jours. Au cas ou il y’a 2 ou 3 mort
dans le lot de souris traitées, un lot supplémentaire de 3 souris devrait recevoir a nouveau les

extraits (extraits méthanoliques et/ou huiles essentielle) a 300 mg/kg.

2.5.1.1. Observations

Les souris traitées sont observées individuellement toutes les 30 minutes et
régulierement pendant 24 heures, avec une attention particuliére pendant les 4 premiéres
heures. Ensuite, elles étaient ensuite observées quotidiennement pendant 14 jours, afin de
noter le comportement des souris, les symptémes manifestés ainsi que la mortalité. Pendant
cette période toutes les variations comportementales et symptomatiques observées a 1’ceil nu
sont reportées. Les principaux signes cliniques recherchés sont 1’apparence physique externe
(aspect et chute des poils), les signes cliniques mesurables (changements des rythmes
cardiaque et respiratoire, contraction abdominale, diarrhée, sommeil et coma) et enfin le
changement du comportement (posture, grattage, agressivité, sensibilité au bruit et a la

lumiére, hypersalivation, ...etc.).
2.5.1.2. Evolution du poids corporel

Le poids corporel des souris utilisées dans cette étude a été mesuré, peu de temps avant
I’administration de 1’échantillon, et aprés chaque 7 jours du début du test de la toxicité aigie

(0, 7 éme et 14 éme jours).
2.5.1.3. Préparation du plasma et analyse biochimique

Au 14°m jour de I’expérience, les animaux ont été mis a jeun durant 4 h, avant le
sacrifice. Le sang est récupéré dans des tubes héparinés est soumis a une centrifugation a
3000 rpm pendant 10 min a 4°C. Le plasma obtenu est aliquoté et conservé a froid afin de
doser ’urée, créatinine, transaminase glutamate oxoloacétate (TGO), transaminase glutamate
pyruvate (TGP) et phosphatase alcaline (PAL) a l'aide des kits commerciaux (Spinreact,

Espagne).
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2.5.1.4. Masses relatives des organes

Les organes (foie, reins, coeur) ont été prélevés rapidement et pesés. Le poids relatif des
organes de chaque animal a ensuite été calculé en rapportant le poids absolu des organes et le
poids corporel de I'animal le jour du sacrifice. Le poids relatif de chaque organe a éte calculé
suivant la formule :

Po
Pr =—x 1000
Pa
Pr : poids relatif de I’organe (g/kg) ;
Po : poids de I’organe (g) ;

Pa : poids corporel de la souris (g).

2.5.1.5. Examens histologiques

Apres sacrifice des souris, les reins et le foie ont été récupérés, ces derniers ont été
rincés avec une solution salée a 0,9%, pesés et fixes dans du formol a 10 %. Les coupes
histologiques sont préparées au niveau du laboratoire privé d'anatomopathologie Bordj Bou-
Arreridj sous la direction de Dr. BENBACHA Faycal. Ces échantillons sont déshydratés par
passage dans trois bains d'éthanol successifs de 8h a 16h (70-75° ; 90-95° et 100°). Ensuite ils
sont éclaircis dans deux bains de quelques heures de xyléne et inclus dans la paraffine par
deux bains successifs a 60°C pendant quelques heures chacun (Marque, 2010). L'inclusion
définitive est ensuite réalisée dans des moules métalliques contenant de la paraffine fondue
par chauffage a 60°C. Apres refroidissement, les blocs de paraffines obtenus sont coupés par
un microtome (LEICA RM 2145). Les coupes de 5 um d'épaisseur obtenues sont étalées sur
des lames et séchées pendant 1 heure a 37°C pour étre réhydratées et colorées a
I'hnématoxyline-éosine. Les analyses des différents organes (foie et reins) ont éte effectuées a
I'aide d'un microscope Optika B-500BPL (10 et 40%) afin de vérifier les altérations des tissus.
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2.5.2. Toxicité orale subaigué des extraits méthanoliques et évaluation de leurs activites

antioxydantes In vivo
2.5.2.1. Traitement des animaux

Cette étude est réalisée dans le but de rechercher les organes et les fonctions touchés
par extraits méthanoliques administrés quotidiennement, en une période de 21 jours. Des
souris males, Swiss albinos, adultes de poids variant entre 25 et 30 g ont été répartis selon
I’homogénéité de leurs poids en plusieurs lots expérimentaux de 8 animaux chacun.
L’administration des extraits se fait par voie orale quotidiennement durant trois semaines
(Tableau 6).

Tableau 6. Répartition et doses gavées pour chague groupe.

Groupe Solution gavée  Dose (mg/Kg)
T NaCl (0.9 %) /

Vit C VitC 100

LS D1 EXLS 200

LS D2 EXLS 400

LS D3 EXLS 800

MP D1 EX MP 200

MP D2 EX MP 400

MP D3 EX MP 800

T : Témoins ; Vit C: Vitamine C; LS D1, D2 et D3 : L. stoechas doses 1, 2 et 3 (200, 400 et 800 mg/Kg
respectivement) ; MP D1, D2 et D3 : M. pulegium 1, 2 et 3 (200, 400 et 800 mg/Kg respectivement) ; EX LS :
extrait L. stoechas ; EX MP : extrait M. pulegium .

Les différents traitements ont été administrés par voie orale une fois par jour pendant 21 jours
(Baghiani et al., 2013).

Le poids corporel de toutes les souris a été noté avant le traitement (jour 0), au jour 7,
au jour 14 et au jour 21 du traitement.

2.5.2.2. Préparation du plasma et analyse biochimique

Afin de déceler d’éventuels effets toxiques des extraits étudies, le sang des souris apres
21 jours d’expérimentation a été récupéré dans des tubes héparinés puis centrifuges a 3000 g

pendant 10 min a 4°C. Le plasma obtenu est divisé en deux parties, une partie pour déterminer
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I’activité antioxydante par le test de DPPH, I’autre partie pour explorer certains parametres
biochimiques notamment les paramétres sériques en relation avec la fonction hépatique
(TGO, TGP et PAL) et la fonction rénale (créatinine, urée) en utilisant des kits commerciaux

(Spinreact, Spain).
2.5.2.3. Test de capacité antioxydante plasmatique (DPPH in vivo)

La capacité du plasma a piéger le radical DPPH a été évaluée selon la méthode de
Moldovan et ses collaborateurs (2017) avec quelques modifications. Brievement, un volume
de 25 pL de plasma est additionné a 625 pl de la solution méthanolique de DPPH (0,004%).
Aprés 30 min d’incubation a ’obscurité suivie d’une centrifugation, 1’absorbance a 517 nm
est mesurée. La capacité antioxydante plasmatique (CAP) a été ensuite calculée selon

I’équation mentionnée ci-dessus (voir la partie 2.1.2).

2.5.2.4. Masses relatives des organes, Préparation de I’ homogénat et examens
histologiques
Les reins et le foie ainsi récupérés, sont pesés. Le poids relatif des organes de chaque
animal a ensuite été calculé en rapportant le poids absolu des organes et le poids corporel de

I'animal le jour du sacrifice.

Pour chaque animal, le foie est divisé en deux parties, I'une des partie avec les reins
pour étre fixés dans du formol a 10 % pour analyse histologique. Les coupes histologiques
sont préparées au niveau du laboratoire privé d'anatomopathologie de Bordj Bou-Arreridj sous
la direction de Dr. BENBACHA Faycal. Les coupes de 5 um d'épaisseur obtenues sont ¢talées
sur des lames et séchées pendant 1 heure a 37°C pour étre réhydratées et colorées a
I'hnématoxyline-éosine. Les analyses des différents organes (foie et reins) ont été effectuées a

I'aide d'un microscope Optika B-500BPL (10 et 40x) afin de vérifier les altérations des tissus.

L’autre partie du foie est coupé en petits morceaux, pesé et enfin homogénéisé a 1’aide
d’un homogénéisateur électrique dans une solution de KCI 1.15% a raison de 10% p/v.
L’homogénat obtenu est centrifugé a 4000 tours/minute pendant 10 minutes afin d’éliminer
les debris cellulaires. Ensuite, le surnageant est récupéré dans des tubes secs est stocké a
-20°C jusqu'a quantification des marqueurs de status oxydant: CAT, GSH et MDA. La
concentration en protéines dans le surnageant a été mesurée en utilisant un kit commercial

(Spinreact, Spain).
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2.5.2.5. Estimation de P’activité enzymatique de la catalase

La méthode utilisée pour le dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) est
celle d’Aouachria et al. (2017) dont le principe est basé sur la diminution de I’absorbance a
240 nm qui est due a la décomposition du superoxyde d’hydrogene (H,O;) en présence de la
catalase. Dans une cuve en quartz 50 ul de I’homogénat chaque échantillon est mélangé a
2.95 mL d’une solution de H,O, a 19 mM préparée dans le tampon phosphate de potassium
pH 7.4 (0.1M). La diminution de 1’absorbance est suivie pendant deux minutes a des
intervalles de 30 secondes. L’activité de la catalase tissulaire est exprimée en : pmole de
H,O,/ minute / mg protéine. Le coefficient d'extinction de H,0, (43,6 Mlcm™) a été utilisé
pour déterminer I'activité de catalase.

2.5.2.6. Estimation de GSH

Le dosage du glutathion (GSH) au niveau du foie, a été réalisé selon la méthode de
Aouachria et al. (2017). La formation de GSH peut étre détectée indirectement grace a
I’ajout de I’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB). Le groupe sulfhydryl (-SH) du
glutathion réagit spontanément avec le DTNB et forme un composé jaune, 1’acide 5-thio-2-
nitrobenzoique (TNB) ce qui permet sa quantification spectrophotométrique a 412 nm.
Briévement, 5 mL de tampon phosphate de potassium pH 8 (0.1M) est mélangé avec 25 pl du
surnageant. A un volume de 1,5 mL de ce dernier mélange sont ajoutés 10 pl de DTNB (0,01
M). La quantité de GSH présente dans le tissu a été calculée & l'aide du coefficient
d'extinction DTNB soit 1,36 x 10* M™ cm™ & 412 nm et exprimée en nmoles / g de tissu du

foie.
2.5.2.7. Estimation de MDA

Le malondialdéhyde (MDA) est 'un des produits terminaux formés lors de la
décomposition des acides gras polyinsaturés sous ’effet des radicaux libres, libérés au cours
du stress. La peroxydation des lipides dans le foie est évaluée par le dosage de MDA selon la
méthode de Aouachria et al. (2017). En milieu acide et a chaud (pH 2 a 3, 100 °C) une
molécule de MDA est condensée avec deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA), pour
former un complexe colorée en rose (lecture a 535 nm), extractible par le solvant organique
comme le butanol. En bref, une aliquote (0.5 mL) de ’homogénat a été ajouté a 0.5 mL de
TCA a 20% et 1 mL de TBA a 0.67%. Le mélange a ensuite été porté a ebullition pendant 20

minutes a 100°C, refroidit puis additionné a 4 mL de n-butanol. Apres centrifugation a 3000
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rpm pendant 15 minutes, I’absorbance du surnageant a été mesurée par le spectrophotometre a
530 nm. La concentration de MDA a été calculée en utilisant le coefficient d'extinction a 1,56

x 10° M " cm ™ 2 530 nm et exprimé en nanomoles MDA / g de tissu du foie.

2.6. Evaluation de Pactivité cicatrisante in vivo
2.6.1. Préparation de I’onguent

L’onguent est préparé selon une méthode traditionnelle, en mélangeant les extraits
(méthanoliques et huiles essentielles) des deux plantes avec la vaseline. Quatre onguents ont
été testés: deux onguents a base des extraits méethanolique et deux onguents a base des huiles

essentielles a deux différentes concentrations (5% et 10% chacun) (Megha et al., 2012).
2.6.2. Test d’irritation cutanée

Le but de cette étude est d'évaluer le potentiel irritant des différents onguents testés,
elle est conduite en conformité avec la ligne directrice de I’OCDE n° 404 (OCDE, 2015).

Les rats sont traités par une application unique de 0.5 g de chaque onguent au dos. La
peau des animaux est observée, dont le but de détecter des signes d’inflammations (érythéme
et cedéme) et la cotation des réactions est effectuée au bout de 60 minutes, ensuite apres 24,

48 et 72 heures apres ’application (OCDE, 2015).
2.6.3. Activité cicatrisante

Les animaux sont anesthésiés par une injection intrapéritonéale de kétamine
(Ketasol®, 75 mg / kg de p.c.) et de xylazine (Xylazin Bio®, 5 mg / kg de p.c.) (Mashreghi
et al., 2013). Un cercle de 2.5 cm de diamétre est tracé sur la peau de la région dorsolombaire

puis il est excisé selon la figure 17.

Figure17. Les différentes étapes de 1’excision (Originale, 2019).
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Les plaies d’excision sont immédiatement traitées aprés l’intervention chirurgicale
selon le tableau 7. Les animaux sont placés dans des cages individuelles avec des litiéres
propres. Les différentes préparations sont appliquées topiquement a raison de 0,5 g par rat une

fois par jour jusqu'a réépithélisation compléte (Pipelzadeh et al., 2003).

Tableau 7. Différents groupes et leurs traitements.

Groupes Traitements

NT Non Traité

CIC Cicatryl (Médicament de réference)
OEML 5% Onguent Extrait Méthanolique Lavandula
OEML 10% Onguent Extrait Méthanolique Lavandula
OEMM 5% Onguent Extrait Méthanolique Mentha
OEMM 10% Onguent Extrait Méthanolique Mentha
OHEL 5% Onguent Huiles Essentielles Lavandula
OHEL 10% Onguent Huiles Essentielles Lavandula
OHEM 5% Onguent Huiles Essentielles Mentha
OHEM 10% Onguent Huiles Essentielles Mentha
VAS Vaseline

2.6.4. Suivi des animaux avant sacrifice

2.6.4.1. Poids corporel

L’évolution du poids corporel moyen de chaque lot a été suivie durant toute la

durée de I’expérimentation, chaque trois jour grace a une balance de paillasse (KERN).

2.6.4.2. Pourcentage de contraction des plaies

Le diamétre des plaies d’excision est mesuré tous les 3 jours pendant la période
d’essai, en tragant la plaie sur papier transparent et en les mesurant par la suite grace au papier
millimétrique. Le pourcentage de 1’évolution de la contraction des plaies est calculé selon la
formule suivante (Tamri et al., 2014) :

La taille initiale — La taille d’une journée spécifique

% Contraction de la plaie = %100
La taille initiale
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2.6.5. Examens histologiques

A la fin de I’expérimentation, les rats sont sacrifiés. Icm de la peau saine et cicatrisée
est excisé. Les echantillons sont fixées dans du formol (10%) pendant 72h. Les coupes
histologiques sont préparées au niveau du laboratoire privé d'anatomopathologie Bordj Bou-
Arreridj sous la direction de Dr. BENBACHA Faycal. Ces échantillons sont déshydrates par
passage dans trois bains d'éthanol successifs de 8h a 16h (70-75° ; 90-95° et 100°). Ensuite ils
sont éclaircis dans deux bains de xyléne et inclus dans la paraffine par deux bains successifs a
60°C (Marque, 2010). L'inclusion définitive est ensuite réalisée dans des moules métalliques
contenant de la paraffine fondue par chauffage a 60°C. Apres refroidissement, les blocs de
paraffines obtenus sont coupés grace a un microtome (LEICA RM 2145). Les coupes de 5 um
d'épaisseur obtenues sont étalées sur des lames, séchées pendant 1 heure a 37°C puis
réhydratées et colorées a I'nématoxyline-éosine. Les analyses de la peau ont été effectuées a
I'aide d'un microscope Optika B-500BPL (4 et 20x) afin de vérifier les altérations des tissus.

2.7. Analyses statistique

Les résultats des différents tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne
+ SD et moyenne + SEM, respectivement. La comparaison des moyennes et des variances est
déterminée grace au logiciel Graphpad Prism version 7.0. Les résultats des différents tests ont
été analysés par ANOVA univariée, suivie du test de Dunnett pour les comparaisons avec les
standards ou test de Tukey’s pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de

signification. Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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Résultats et discussion

1. Analyses phytochimiques

1.2. Rendement des huiles essentielles

Les huiles essentielles des deux plantes étudiées sont obtenues par la méthode
d’hydrodistillation de type clevenger. L’huile essentielle de la plante L. stoechas (HE LS)
est de couleur jaune foncée, de saveur piquante et d’odeur fortement aromatique. L’huile
essentielle de la deuxiéeme plante M. pulegium (HE MP) est de couleur jaune tres pale, de

saveur douce et d’odeur trés aromatique.

L'hydrodistillation a donné un rendement de 1,46 + 0,06.% pour L. stoechas; ce
résultat est similaire a ceux obtenus par Benabdelkader (2012) provenant de plantes
algériennes (1,63%) et supérieur a ceux rapportés par La Bella et al. (2015) et
Tuttolomondo et al. (2015) du sud de I'ltalie (0.37% et 1.08% respectivement).

L’HE des parties aériennes de M. pulegium a donné un rendement (3,96 + 0,12%)
important comparant aux résultats obtenus par certaines études. Ainsi, les rendements
obtenus par les travaux ménés par Ait-Ouazzou et al. (2012) et Beghidja et al. (2007) sont
de 1,66% et 2,70% du maroc et 2,19 d’Algerie respectivement. Cependant Zekri et al.
(2013) ont obtenus des rendements allant jusqu’a 5.29% a 6.2% pour la menthe pouliot du
Maroc. Ce résultat est nettement supérieur a celui raporté par Beghidja et al. (2007) et
Abdelli et al. (2016) qui ont étudié la menthe pouliot de plusieurs régions de 1’Algérie ;
Jijel ainsi que Bouira dont les rendements en HE étaient de 1.16 & 2.19% et 1.45%,

respectivement.
1.2.1. Identification chimique des huiles essentielles

La composition chimique des HE de L. stoechas et de M. pulegium a été déterminée
par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)
conformément aux indices de Kovats et en comparant avec la littérature, 68 composés ont
été identifié pour I’HE de L. stoechas (représentant 93.51 % de la composition globale de
I’HE) et 27 composés pour I’HE de M. pulegium (représentant 98.06 % de la composition
globale de I’HE). Les chromatogrammes de cette analyse CPG/SM est présenté dans la

figure 18.
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Figure 18. Profils chromatographiques des huiles essentielles par CPG/SM.
A : L. stoechas ; B : M. pulegium.

Les Monoterpenes oxygenés représentent la fraction prédominante des HE de
L. stoechas et M. pulegium (87,21% et 96.26%, respectivement suivie des Monoterpenes
hydrocarbones (4,52% et 1.03%, respectivement) et des fractions Sesquiterpéniques
(1,25% et 0.56%, respectivement) (Tableau 08). Les numéros de pics se réferent au tableau
8.
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Tableau 8. Composition chimique des huiles essentielles L. stoechas et de M. pulegium .

N @ IR® IR® Classe/Composé L. stoechas M. pulegium
Monoterpénes hydrocarbonés 452 +0.070 1.03+0.008

2 926 926  Tricyclene 0.15 £ 0.001 -

3 937 930 «a-Thujene 0.87 £ 0.003 -

4 939 939 «-Pinene — 0.09 + 0.001

5 953 954  Camphene 1.94 +0.009 -

7 958 960 Thuja-2,4(10)-diene 0.11 £ 0.000 -

8 980 975  Sabinene 0.04 £0.002 0.03+0.000

10 980 979  B-Pinene - 0.11 £ 0.002

13 992 990  Myrcene 0.05+0.008 0.13+0.004

15 1005 1003 p-Mentha-1(7),8-diene - 0.01 + 0.002

16 1013 1011 &-3-Carene 0.01 +0.001 -

17 1019 1017 o-Terpinene 0.04+0.000 0.01+0.002

18 1027 1020 p-Cymene 0.30 £ 0.010

19 1032 1029 Limonene 0.95+0.062 0.63 £0.003

22 1048 1044 E-B-Ocimene t

23 1062 1059 y-Terpinene 0.08 £0.002 0.01+0.001
Monoterpénes oxygénés 87.21+£0.271 96.26 + 0.096

20 1035 1031 1,8-Cineole 2.98 £ 0.085 -

24 1078 1073 trans-Linalool oxide (furanoid) 0.08 £ 0.001 -

25 1079 1072 cis-Linalool oxide (furanoid) 0.18 £ 0.048 -

26 1088 1082 Camphenilone 0.11 + 0.008 -

27 1090 1088 p-Mentha-2.4(8)-diene - 0.01 + 0.000

28 1095 1086 Fenchone 50.29 £ 0.380 0.06 +0.384

29 1102 1096 Linalool 1.28 £ 0.006 -

30 1105 1099 a-Fenchocamphorone 0.02 £ 0.008 -

32 1113 1112 endo-Fenchol 0.04 £ 0.001 -

33 1119 1116 exo-Fenchol 1.28 £ 0.009 -

34 1130 1126 o-Campholenal 0.20 £ 0.054 -

35 1143 1136 cis-Limonene oxide 0.02 £ 0.001

36 1144 1139 trans-Pinocarveol 0.08 £0.014

37 1151 1146 Camphre 14.02 £ 0.068 0.02 £ 0.001

38 1155 1148 neo-Isopulegol 0.14 £ 0.041 -

39 1158 1153 Menthone - 0.93 +0.003

40 1168 1164 Pinocarvone 0.06 = 0.001 -

42 1170 1162 iso-Menthone - 0.05 +0.001

43 1172 1169 Borneol 1.11 £ 0.009 -

44 1177 1174 cis-Linalool oxide (pyranoid) 0.01 = 0.007 -

45 1182 1177 Terpinen-4-ol 0.40 £ 0.012 -

46 1185 1180 trans-p-Menth-8-en-3-one - 1.35 + 0.005

48 1189 1182 p-Cymen-8-ol 0.58 + 0.003 -
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49
50
o1
52
53
54
55
56
57
58
60
61
62
63
64
65
66
69
71

67
70
72
73
74
75
76
77
78
80
81
82
83
84
85
86
87

1192
1194
1199
1200
1214
1223
1233
1234
1241
1248
1261
1290
1292
1301
1307
1331
1353
1372
1385

1362
1383
1393
1428
1444
1469
1482
1486
1486
1500
1504
1516
1523
1530
1532
1556
1637

855
957
982
989
990

1189
1189
1195
1195
1229
1232
1237
1239
1241
1243
1263
1285
1290
1295
1299
1326
1340
1361
1381

1351
1375
1408
1417
1454
1466
1476
1479
1485
1492
1493
1500
1513
1523
1529
1534
1636

855
952
979
983
985

p-trans-Mentha-1(7).8-diene-2-ol
o-Terpineol

Myrtenal

Myrtenol

Verbenone

exo-Fenchyl acetate
Pulegone

Isobornyl formate
trans-Chrysanthenyl acetate
Carvone

cis-Carvone oxide

Bornyl acetate

Thymol

Perilla alcohol

Carvacrol

Myrtenyl acetate
Piperitenone

Neryl acetate

Geranyl acetate
Sesquiterpenes
o-Cubebene

a-Ylangene
Z-Caryophyllene
E-Caryophyllene
a-Humulene
9-epi-E-Caryophyllene
trans-Cadina-1(6)-4-diene
v-Muurolene

Germacrene D
10.11-epoxy-calamenene
trans-Muurola-4(14)-5-diene
o-Muurolene

v-Cadinene

d-Cadinene

Zonarene
trans-Cadina-1.4-diene
cis-Cadina-4-en-7-ol
Autres

2E-Hexenal
3-methyl-Cyclohexanone
1-Octen-3-ol

3-Octanone
6-methyl-5-Hepten-2-one

0.03 +0.000
0.29 +0.001
0.33+£0.082
1.36 +0.214
0.38 +0.059
0.91 +0.007
0.01 +0.000
0.01 £ 0.004
0.29 + 0.006
0.06 £ 0.015
5.60 + 0.020
0.03 +0.001
0.03 +0.032
4.99 +0.021
0.02 £ 0.034
0.16 + 0.001
1.25 +0.029
0.02 £ 0.001
0.09 +0.001
0.16 + 0.001
0.03 +0.003
0.05 + 0.003
0.02 + 0.009
0.01 £ 0.001
0.05+0.014
0.02 +0.003
0.17 +0.005
0.02 +0.003
0.18 +0.003
0.22 +0.002
T
0.20 +0.003
0.18 +0.007
0.53 +0.033
0.16 +0.010

0.23 £ 0.025

0.03 £ 0.038

0.08 +0.002

81.04 +0.020

0.39 £ 0.007

0.04 +0.001
0.01 +0.000

13.60 + 0.005

0.56 + 0.014

0.17 +0.003
0.33 +0.007

0.07 +0.006

0.21 +0.008

0.05 +0.000

0.03 £ 0.002
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14 998 991  2-Octanol - 0.03 £ 0.001

21 1036 1043 Benzene acetaldehyde - 0.06 = 0.001

31 1110 1105 1-Octen-3-yl acetate 0.09 £ 0.002 -

41 1169 1162 m-Cresol acetate - 0.04 £ 0.009

47 1186 1182 p-methyl-Acetophenone 0.03 £ 0.001 -

59 1259 1258 2-Phenyl ethyl acetate 0.01 £ 0.005 -

68 1367 1359 Eugenol 0.02 £ 0.004 -

79 1497 1487 Phenyl ethyl 2-methylbutanoate 0.03 £ 0.005 -
Monoterpénes hydrocarbonés 452+0.070 1.03 +0.008

Monoterpénes oxygénés

87.21 +0.271 96.26 + 0.096

Sesquiterpenes 1.25+0.029 0.56 +0.014
Autres 0.53+0.033 0.21 +£0.008
Total 03.51+£0.189 98.06 + 0.105

# La numérotation se référe a l'ordre d'‘élution et les valeurs (aire de pic relative% + SD) représentent des
moyennes de 3 déterminations (t = trace, <0,05%).

® Indice de rétention (IR) par rapport au mélange standard de colonne n-alcaneson SPB-5.

®Indice de rétention littérature.

Les composés majoritaires de I’HE de L. stoechas étant Fenchone (50.29 %),
Camphre (14.02 %), Acétate de bornyle (5.60 %) et Acétate de myrtenyle (4.99 %).

Beaucoup de travaux ont révelé la dominance de Fenchone, Camphre et Acétate de
bornyle dans les HE des Lavandes de différentes origines, a titre d’exemple les travaux de
Zuzarte et al. (2013) ont noté les constituants majoritaires suivants : Fenchone (37%),
Camphre (27,3%), Acétate de bornyle (6,2%), par ailleurs Goren et al. (2002) ont trouvé
que L. stoechas turque est dominé par la présence de Pulégone (40.37%), le Menthol
(18.09%) et la Menthone (12.57%). Karaca et al. (2018) ont montré que le Camphre
(46.7%), I’a-Fenchone (28.9%), le Bornyl acetate (4.5%), et le 1,8- Cineole (3.5%) sont les

principaux composants.

Plusieurs travaux ont révélé la dominance du fenchone, du Cinéole et du Camphre
dans les HE de la lavande des différentes origines de la Turquie (Goéren et al. 2002) et de
Sicile (ltalie) (La Bella et al., 2015). Ozcana et al. (2018) ont trouvé que Linalyl acetate
(14.4%) et linalool (49.9%) sont les constituants majeurs.

Nos résultats sont en accord avec des travaux menés sur d’autres lavandes du nord
africaines et du reste du basin méditerranéen. Ces études ont révélé la présence de
plusieurs chémotypes. Le chémotype le plus décrit de L. stoechas est le chémotype
Fenchone/Camphre enregistré en Algérie (Loukhaoukha et al., 2018), en Tunisie

62




Résultats et discussion

(Bouzouita et al ., 2005), au Maroc (Zrira & Benjilali, 2003), en Italie (Angioni et al.,
2006), en Espagne (Garcia-Vallejo, 1992).

Une différence qualitative et quantitative de la composition chimique des HE de
L. stoechas provenant d'autres pays est nette, par comparaison aux résultats que nous avons
obtenus (Skoula et al. (1996) et Hassiotis (2010) ont trouvé que le Fenchone (44,8—
45,2%), 1,8 Cinéole (16,87-16,3%) et le Camphre (6,2-9,9%) ont été les principaux

composants.

L’HE de M. pulegium elle, est principalement composée de la Pulegone (81,04%),
Pipériténone (13,60%) et Trans-p-mentha-8-en-3-one (1,35%). Cette composition est
cohérente avec les resultats rapportés par Nickavar et Jabbarreh (2018) pour

M. pulegium de I'lran.

Des études antérieures sur la méme plante collectées en Iran, en Inde et en Turquie
ont indiqué que la Menthone et la Pulegone ont été les principaux composants des HE,
mais avec des proportions différentes (Agnihotri et al., 2005 ; Fancello et al., 2017).

Le chémotype a pulégone étant le plus abondant, il a été observé dans des travaux
portant sur la détermination de la composition de I’'HE de M. pulegium récolté en Egypte
(Aziz et Abbass, 2010), en Algérie (Abdelli et al., 2016) et en Iran (Darabi et al., 2017).

Jafari et al. (2019) ont montré que Pulégone (51,17%), Pipériténone (13,60%),

Isomenthone (5,40%) ont été les principaux composants de I'HE de M. pulegium.

Mahboubi et Haghi (2008) ; Derwich et al. (2010) ont identifié un deuxiéme
chémotype : pipéritone / piperiténone dont les composants majoritaires sont : (pipéritone
38.0% et pipéritenone 33.0%), (pipéritone 35.56% et pipéritenone 21.12%)

respectivement.

Hassanpouraghdam et al. (2011) ; Chalchat et al. (2000) ont étudié les HE de la
menthe pouliot de la Yugoslavie et I’Iran dont la composition chimique est dominée par la

Menthone (38,7% et 31% respectivement).

Ces variations sur la composition chimique peuvent étre dues a plusieurs

facteurs citées précedemment.
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1.3. Extraction des composés phenoliques

L’extrait méthanolique de L. stoechas et de M. pulegium a été préparé dans la
présente étude par macération de la partie aérienne dans le méthanol. L’utilisation de cet
alcool a pour but d’extraire les composes polaires ainsi que les composées de moyenne et
de faible polarité. L’aptitude du méthanol d’augmenter la perméabilit¢ des parois
cellulaires facilite I’extraction d’un plus grand nombre de composés. L’utilisation du
méthanol permet d’empécher la croissance microbienne au cours de la macération (Seidel,
2005). De méme, le déroulement de cette extraction a température ambiante ainsi que
I’épuisement du solvant a pression réduite permet d’obtenir le maximum de composés et
d’éviter leur dénaturation ou modification probable dues aux températures élevées utilisées

dans d’autres méthodes d’extraction.

Le rendement en composés phénoliques est de ’ordre de 22,72+1,65 % et 13 .79+

0.38 % pour L. stoechas et de M. pulegium, respectivement.

L’extrait méthanolique de L. stoechas (EX LS) a donné un rendement de
22,72+1,65 %. Ce résultat est trés important et nettement supérieurs a celui rapporté par
Bachiri et al. (2016) ; qui ont obtenus un rendement de 13,4+ 0,12 % au Maroc et

similaire a celle des travaux de Mushtagq et al. (2018) dont le rendement est 22%.

Pour M. pulegium le calcul de rendement montre une proportion ¢levée de 1’ordre
de 13.79 + 0.38%. Ce résultat est relativement similaire a celle des travaux de Bencheikh

(2012) et Kasimi (2016) et de Medjekal et al. (2016) qui ont obtenus un rendement de
14,4%, 16 % et 17,16%, respectivement.

L’extrait méthanolique de M. pulegium (EX MP) a fait objet de quelques études,
dont le rendement a été superieur au notre. Notamment celle de Khaled-Khodja et al.
(2014), de Bouhaddouda (2016) et de Hajlaoui et al. (2009) qui ont obtenus un
rendement de 25.12% (la région de Bejaia) et 24.87% (la Wilaya de Guelma), 24%

(Tunisie) respectivement.

Selon plusieurs auteurs, I’origine de récolte de 1’espéce, la période de récolte,
I’organe de la plante, la durée de séchage et la méthode d’extraction, la polarité de solvants

utilisés sont des facteurs parmi d’autres qui peuvent aussi avoir un impact direct sur les
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rendements en composés polaires (Salminen, 2003; lloki-Assanga et al., 2015 ; Zhang et
al., 2018).

1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le choix de quantifier les polyphénols totaux parmi les différentes substances
photochimiques, résulte du fait que les polyphénols ont des activités biologiques tres
importantes (Meddour et al., 2013).

La détermination de la teneur en phénols totaux dans ’EX LS et ’EX MP est
estimée par la méthode de Folin-Ciocalteau, une méthode qui satisfait aux criteres de
faisabilité et de reproductibilité, c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de

recherche d’antioxydants alimentaires a travers le monde (Khadhri et al., 2012).

Le contenu en polyphénols totaux est déterminé a partir 1’équation de la régression
linéaire (y=ax+b) de la courbe d’étalonnage réalisée avec ’acide gallique a différentes
concentration. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique (EAG) par g
d’extrait (mg EAG /g EX).

Les résultats du dosage des polyphénols totaux révelent que I’EX LS contient une
teneur de 289.67 £ 1.06 mg EAG/g Ex. Cette teneur est largement supérieure par rapport a
celle trouvee par Ceylan et al. (2015) (105,5 + 2,7 mg EAG/ g Ex).

D’aprés Messaoud et al. (2012), la teneur en polyphénols totaux de la partie aérienne
de I’extrait méthanolique de cette méme espece étudiée en Tunisie, a montré un taux de
polyphénols totaux de 25.2 £ 0.4 mg EAG/g d’extrait, ce qui est 10 fois moins que celui
obtenu dans notre étude. Gulgin et al. (2004) ont trouvé une teneur inférieure (226.74 mg
EAG/ g Ex et 153.92 74 mg EAG/ g Ex) dans I’extrait éthanolique et I’extrait aqueux

respectivement.

Nos résultats ressemblent a ceux trouvés par Mushtaq et al. (2018) sur la méme
espéce végeétale de Pakistan (285.91 + 0.75 mg EAG/g EX).

Pour I’EX MP, la teneur en polyphénols totaux est de 168,52 + 2,85 mg EAG/g Ex.
Ce resultat est proche a ceux des travaux de Stagos et al. (2012) ; Bencheikh (2012) ;
Medjekal et al. (2016) et de Salhi et al. (2017). Nos résultats sont semblables a ceux
obtenus par Barchan et al. (2015) (167.2 mg EAG/g EXx).
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Hajlaoui et al. (2009) et Hajlaoui et al. (2015) ont aussi indiqués un taux de
composés phénoliques totaux relativement faible (37.4 et 62.06 mg EAG/g EXx,
respectivement). Par contre les teneurs de polyphénols déterminés par les travaux menés
sur la méme plante par Bouhaddouda (2016) et Ghazghazi et al. (2013) sont nettement
supérieurs (386.33 et 338 mg EAG/g EX, respectivement).

L’origine de la plante et les conditions environnementales sévere telles que, le type
du sol, la salinité, les faibles précipitations et le stress hydrique induisent la synthese de
composés phénoliques (Falleh et al., 2008). De plus les teneurs phénoliques totales dans
les extraits de plantes dépend également du type de solvant utilisé, de sa polarité et de la
solubilité des composés phéenoliques dans les solvants d'extraction (Tanase et al., 2019).
Le méthanol est le solvant le plus largement utilisé pour l'extraction de substances

phénoliques des Lamiacées (Cakir et al., 2006 ; Sharififar et al., 2009).
1.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides comme I'un des groupes les plus diverse et répandue des composés
naturels, se sont probablement les composés phénoliques naturels les plus importants. Ces
composés possédent un large spectre d'activité chimiques et biologiques, y compris les

propriétés anti-radicalaires (Djeridane et al., 2010; Meddour et al., 2013).

La détermination de la teneur en flavonoides dans I’EX LS et dans I’EX MP est
estimée par la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI13). La méthode AICI; est simple,
peu couteuse et offre une bonne sensibilité. Cette méthode permet de déterminer le teneur
en flavonoides totale, qui forment un complexe avec AICI; méme en présence d’autres

composés phénoliques (Matyushchenko et Stepanova, 2003).

Le contenu en flavonoides est déterminé a partir 1’équation de la régression linéaire
(y=ax+b) de la courbe d’étalonnage réalisée avec la quercétine a différentes concentrations
(Figure 13). Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine (EQ) par g

d’extrait (mg EQ /g Extrait).

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides révélent que I’EX LS contient
50.47+£1.17 mg EQ/g Ex.

Messaoud et al (2012) ont également trouvé que I’EX LS contient 10.1+ 0.3 mg

EQ/g Ex. Ces teneurs sont inférieurs par rapport a nos résultats.
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Ces résultats obtenus sont supérieurs aux resultats trouves par Menaceur et Hazzit.
(2014) qui est de 26 ng EQ/ mg d’extrait éthanolique de la méme variété de la région de

Bouira.

La concentration des flavonoides pour ’EX MP est de 43.86+0.41 mg EQ/g Ex. Ce
résultat est proche a celle trouvée dans les travaux de Ghazghazi et al. (2013) et de
Sarikurkcu et al. (2012) qui ont obtenus un teneur de 37 et 20.88 pg ER/mg EX,

respectivement.

Mais notre teneur reste plus faible a celle trouvée dans les travaux de Bencheikh,
(2012) et Kasimi (2016) qui ont obtenus un teneur de 59,87 et 93,64 ug EQ/mg Ex,
respectivement. Et plus élevée a celle trouvee dans les travaux de Salhi et al. (2017) qui

ont obtenus un teneur 10,72 ug EQ/mg EX.
1.3.3. Dosage des flavones et flavonols

La méthode de e trichlorure d’aluminium (AICI3) a été utilisée pour quantifier les
flavones et flavonols dans ’EX LS et dans I’EX MP. Le contenu en flavones et flavonols
est déterminé a partir 1’équation de la régression linéaire (y=ax+b) de la courbe
d’étalonnage réalisée avec la Rutine a différentes concentrations (Figure 14). Les résultats

sont exprimés en mg équivalent de Rutine (ER) par g d’extrait (mg ER /g EXx).

Les teneurs en flavones et flavonols des EX LS et EX MP sont 78.52+2.01 mg ER /g
Ex et 58.31+2.03 mg ER /g EX respectivement.

D’aprés Yumrutas et Saygideger (2012), la teneur en flavones et flavonols de
I’extrait méthanolique de la partie aérienne de M. pulegium de la Turc est estimée a 30.28

mg EQ/g Ex. Cette valeur est inférieure a la notre.
1.3.4. Dosage des tanins totaux

La détermination de la teneur en tanins totaux dans I’EX LS et dans I’EX MP est
estimée par la méthode de Hagerman et Butler (1978) qui repose sur leur propriété a
former des combinaisons avec les protéines. Cette méthode est rapide, reproductible et peut
étre utilisée aussi bien pour pour le dosage des tanins hydrolysables que les tanins
condensés. Le contenu en tanins totaux est déterminé a partir I’équation de la régression

linéaire (y=ax+b) de la courbe d’étalonnage réalisée avec ’acide tanique a différentes
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concentration (Figure 15). Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide tannique
(EAT) par g d’extrait (mg EAT /g EX).

Pour ’EX LS, la concentration des tanins totaux est de 42.02+0.58 mg EAT /g Ex.
Notre teneur reste plus faible a celle trouvée dans les travaux de par Mushtaq et al. (2018)

qui ont obtenus un teneur de 149.60 £ 0.93 mg EAT /g Ex.

La concentration des tanins totaux pour I’EX MP est de 53,02+1.39 mg EAT/g
d’extrait. Cette teneur est inférieure par rapport celle trouvée dans les travaux de par
Seddik et al. (2013) qui ont obtenus un teneur de 145.55 + 0.067 mg EAT /g Ex.

1.3.5. Profil chromatographique global en polyphénols (Analyse qualitative)

Les résutats de I’analyse qualitative des extraits méthanoliques de L. stoechas et
M. pulegium par RP-LC-DAD-ESI-MS/MS sont présentés dans les tableaux 09 et 10,

respectivement.

Suivant le nombre de pics sur les chromatogrammes, les extraits méthanoliques sont
trés riches en composés phénoliques. Ces résultats confirment ceux obtenus lors du dosage

par la méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu.

La figure 19 représente le profil chromatographique de I’EX LS obtenu avec
assignation des pics majoritaires. Le profil révéle la présence de 9 pics majeurs détectés
avec des temps de rétention variant entre 16.9 et 43.2 min.
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Figure 19. Chromatogramme de I’extrait méthanolique L. stoechas par RP-LC-DAD-ESI-
MS/MS.

Il s’agit de 2 acides phenoliques (acide Rosmarinique, acide Salviolique B),

6 Flovones (Apiénine C hexoside isomere 1C, Apiénine C hexoside isomeére 2C, Biacalin,

Lutéoline-7-O-glucoside, Lutéoline-7-O-glucuronide, Chrysoeriol C-hex, C-pen) et 1

Flavonol (Hyperoside) (Tableau 09). Les numéros de pics se réferent au tableau 009.

Tableau 09. Identification des composés de I’extrait méthanolique de L. stoechas par RP-
LC-DAD-ESI-MS/MS.

Pics ;rrri\)in) Amax [M-H]T MM Identifiaction mgllzls()Og
1 16,9 232 341 342 Apigenine C-Hexoside Isomer 1c -
2 189 232 341 342 Apigenine C-Hexoside Isomer 2c -
3 20,5 232;298;330 445 446 Baicalin -
4 309 256 ;356 463 464  Hyperoside (quercetin-3-O-galactosid) 352,9*
5 32,7 232,260 ;300 447 448 Luteoline-7-O-Glucoside -
6 335 232;260 ;300 461 462 Luteoline-7-O-Glucuronide -
7 34,4 288 ;330 359 360 Acide rosmarinique 5658.4*
8 39,1 232 :310 717 718 Acide Salvianolique B -
9 43,2 232,262 ;302 593 594 Chrysoeriol C-hex,C-pen -

TR : Temps de rétention, Amax : Longueur d’onde maximale (nm), ES : Extrait sec, MM : Masse molaire.
* La quantificaton a été réalisée par des courbes d'étalonnage externes des étalons de référence.

Sur le plan quantitatif 1’analyse RP-LC-DAD-ESI-MS/MS a réveéle que 1’extrait

méthanolique de L. stoechas est composé essentiellement d’acide rosmarinique (5658.4

mg/100 g ES). Ces résulats concordent avec ceux de Ceylan et al. (2015) ; Algieri et al.

(2016) ; Karan (2018).
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Nos résultats concordent bien avec ceux de plusieurs recherches quant a la richesse
des extraits de la partie aérienne de plusieurs espéces L. stoechas en composés phénoliques
et plus particulierement I'apigénine 7-glucoside et la lutéoline 7-glucoside (Gabrieli et
Kokkalou, 2003; Celep et al., 2018).

L'acide rosmarinique, I'acide salvianolique B, I'apigénine di-C-hexoside, I'apigénine
C-hexoside isomére 1, l'apigénine C-hexoside isomere 2, la lutéoline 7-O-glucuronide, la
lutéoline 7-Oglucoside, ont été signalés chez notre extrait méthanolique de L. stoechas.

Ces résultats sont conformes aux études d'Algieri et al. (2016).

La comparaison des temps de rétention des composés de I’EX MP avec ceux des
différents standards a permis de suspecter la présence de 12 composés phénoliques avec
des temps de rétention variant entre 20.4 et 46.31 min dont le chromatogramme est

présenté dans la figure 20.
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Figure 20. Chromatogramme de I’extrait méthanolique M. pulegium par RP-LC-DAD-
ESI-MS/MS.

L’EX MP se compose de 6 acides phenoliques (acide Rosmarinique, acide
chlorogénique, acide Salviolique I, Salviolique B, Salviolique C, Acide lithospermique),
2 Flovones (Vicenin-2, Diosmina), 1 Flavanol (Gallocatéchine isomére 1) et 3 Flavonols
(Syringétine, Jaceidin Isomer 1, Jaceosidin) (Tableau 10). Les numéros de pics se référent

au tableau 10.
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L’analyse quantitatif HPLC a révélé que I'acide rosmarinique (1201.35 mg/100g
MS) et la diosmine (632.8 mg/100g MS) sont les principaux composés phénoliques de

I’extrait méthanolique de M. pulegium.

Tableau 10. Identification des composés de 1’extrait méthanolique de M. pulegium par RP-
LC-DAD-ESI-MS/MS.

Pics TR Amax [M-H MM Identification mgélSOOg
1 20,4 232;264;310 353 354 Acide chlorogénique 347,96*
2 25,7 232;260;306 305 306  Isomere de gallocatéchine 1
3 30,5 232-260-306 537 538 Acide salvianolique |
4 32,7  232;260;306;322 593 594 Vicenin-2
5 334 232;260;306 717 718 Acide salvianolique B
6 34,3 288;330 359 360 Acide rosmarinique 1201,35*
7 35,4 254;266;346 607 608 Diosmin 632,8*
8 37,6 232,266 537 538 Acide lithospermique
9 39,5 232,264 345 346 Syringétine
10 40,8 232,264 491 492 Acide salvianolique C
11 4419 232;260;310 359 360 Isomére 1 de jaceidin
12 46,31 232,256,354 329 330 Jaceosidin

TR : Temps de rétention, hmax : Longueur d’onde maximale (nm), ES : Extrait sec, MM : Masse molaire. *
La quantificaton a été réalisée par des courbes d'étalonnage externes des étalons de référence.

L'acide chlorogénique a également été identifié comme faisant partie des principaux
composés phénoliques de M. pulegium (Brahimi et al., 2015). Notre résultat confirme la

présence de 1’acide chlorogénique.

Les principaux constituants phénoliques de M. pulegium sont des dérivés de I'acide
caféique, en particulier I'acide rosmarinique et les flavonoides, y compris les flavones, les

flavanones et leurs formes glycosidiques (Dorman et al., 2003).

Le profil PLC-DAD de I'EX MP de la Bosnie a révélé que la diosmine, l'acide
rosmarinique et l'acide chlorogénique étaient les principaux composés (Dorman et al.,
2003 ; Politeo et al., 2018).

La plupart des genres de Lamiaceae sont riches en terpenes et contiennent
également une quantité considérable de différents glycosides, flavonoides et acides
phénoliques tels que I'acide rosmarinique et d'autres composés phénoliques (Naghibi et al.,
2005).
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L’acide rosmarinique est bien connu, c’est un métabolite secondaire appartenant a
la classe des esters de I'acide caféique et de I'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique. D’aprés
la littérature, il est couramment identifié dans les espéces de la famille des Lamiacées
(Litvinenko et al., 1975). L'acide rosmarinique est un contributeur majeur aux nombreuses
propriétés bénéfiques de la lavande et de la menthe (Exarchou et al., 2002 ; Pizzale et al.,
2002).

2. Etude de P’activité antioxydante in vitro

2.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

L’activité antioxydante totale est déterminée a partir de 1’équation de régression
linéaire (y=ax+b) de la courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide ascorbique a différentes
concentrations (Figure 16). Les résultats sont exprimés en ug équivalent d’acide
ascorbique (EAA) par mg d’extrait (ug EAA /mg EX). A la différence des autres tests, la
CAT permet non seulement de quantifier 1’apport de 1’activité antioxydante des
polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tel que les vitamines (C.E) (Figure
21).
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Figure 21. Histogramme comparatif de la capacité antioxydante totale des huiles
essentielles de L. stoechas (HE LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de
L. stoechas (EX LS), M. pulegium (EX MP) et le standard (BHT). Chaque valeur
représente la moyenne +SD (n=3). ***: p <0.001.

L’estimation de la capacité antioxydante totale des extraits a montré que les deux
extraits EX LS et EX MP possedent une bonne activité antioxydante de 350.63 + 2.10 ug
EAA/mg Ex et 281.23 + 1.05 pg EAA/mg Ex respectivement, par rapport aux HE LS et
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HE MP (255.32 + 0.90 ug EAA/mg HE et 109.52 = 0.91 ng EAA/mg HE respectivement),
mais cette capacité reste faible ou significativement inferieur (p < 0.001.) par rapport au
BHT, dont la CAT est de 417,99 + 1,31 ug d’AA/mg Ex.

Les polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le regne
végétal. Leur role d’antioxydants naturels est dii a leurs propriétés redox qui leur
permettent d’agir soit comme des agents réducteurs (donneurs d’hydrogene), ou des
chélateurs de métaux (Ahmadi et al., 2007). Plusieurs études ont montrés que les
groupements hydroxyles dans les composés phénoliques et flavonoides sont responsables

de leur pouvoir antioxydant (Heim et al., 2002).

Nos résultats concordent avec ceux Kosar et al. (2007) ; Chaabi et al. (2008) et
Wu et al. (2013) qui ont rapportés une telle corrélation positive entre le contenu
phénolique et l'activité antioxydante. De plus, une forte relation entre la teneur en
composés phénoliques totaux et l'activité antioxydante dans les fruits, les légumes, les
produits céréaliers et les plantes a été rapportée par plusieurs auteurs (Dorman et al.,
2003 ; Turkmen et al., 2007; Baghiani et al., 2011; Boumerfeg et al., 2012).

2.2. Aactivité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH

Le DPPH est le radical libre largement utilisé comme modéle pour estimer la
capacité antioxydante des plantes (Kasote et al., 2019). La méthode est utile en raison de
sa grande reproductibilité, de son efficacité et de sa rapidité (Alam et al., 2013 ; Akar et
al., 2017).

L’évaluation de la capacité des différents extraits des deux plantes a piéger le radical
libre DPPH est évalué en utilisant la méthode décrite par Li et al. (2009).

A partir des valeurs obtenues de I’ Abs, le pourcentage d’inhibition (PT) des différents

extraits et ’antioxydant standard (BHT) ont été calculés (Figure 22).
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Figure 22. Activité anti-radicalaire du DPPH des huiles essentielles de L. stoechas (HE
LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS),
M. pulegium (EX MP) et du BHT. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).
L’activité anti-radicalaire est est estimé par la valeur ICsp, lle exprime la quantité
d'antioxydant nécessaire pour réduire la concentration en DPPH de 50%, plus la valeur

ICsp est faible, plus I’activité antioxydante est grande (Oliveira et al., 2016).

Ainsi on note que I’EX LS (IC5=7.49£0.12 pg/mL) possédent [D’activité
antioxydante la plus efficace qui est méme supérieure a celle du standart BHT

(ICs0= 19+0.68 pg/mL) (*** : p <0.001) (Tableau 11).

Tableau 11. ICgy de I’activité antiradicalaire des huiles essentielles de L. stoechas
(HE LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS)
M. pulegium (EX MP) et du BHT vis-a-vis du radical DPPH.

Type d’extrait I1Cso (g/mL)
EXLS 7.49+0.12%**
L. stoechas
HE LS 4040 £47***
EX MP 22.13+£0.92*
M. pulegium
HE MP 6100 £ 490***
Standard BHT 19+0.68

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). * : p <0.05, *** : p <0.001, comparé avec le contrble

positif BHT.

Plusieurs études menées sur la méme espece de plante L. stoechas, notamment celles
de Messaoud et al. (2012) en Tunisie et Mushtaq et al. (2018) en Pakistan, révélent une

activité légérement inférieure (ICsp =34.2+3.1 pg/mL et 76.73 pg/mL, respectivement).
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A P’inverse les travaux de Ceylan et al. (2015) montrent que la méme espéce de la plante
de la Turquie possede une activité beaucoup plus faible (ICso = 300 £ 1.24 pug/mL).

L’ctivité anti-radicalaire de I’EX MP (ICsg =22.13+0.92 pug/mL) est aussi importante,
par comparaison au BHT (* : p < 0.05). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Stagos et al. (2012) ; Teixeira et al. (2012) ; Taalbi (2016) et Medjekal et al. (2016) dont
les ICsp sont respectivement de 26 pug/mL ; 16.3 ug/mL ; 15.04 ng/mL et 24 pg/mL).

Hajlaoui et al. (2009) ; Bencheikh (2012) ; Hajlaoui et al. (2015) et de Salhi et al.
(2017) ont obtenus des valeurs légerement inférieure a la nétre (ICso= 48 ; 31 ; 33.53 et

36,62 pug/mL, respectivement).

Egalement une activité anti-radicalaire encore plus faible de ’EX MP a été rapportée
dans les travaux de Ghazghazi et al. (2013) ; Khaled-Khodja et al. (2014) et de
Bouhaddouda (2016) (IC50de : 56.51 et 187.37 ug/mL, respectivement).

Les résultats obtenus de 'EX MP et EX LS sont conformes aux résultats de
beaucoup de travaux de recherche, il a été rapporté, une corrélation positive entre le
contenu phénolique total et I'activité antioxydante (Wong et al., 2006 ; Djeridane et al.,
2006 ; Riahia et al., 2013).

D'autre part, I'HE des deux plantes (HE LS et HE MP) présentent une activité
antioxydante faible (ICsp = 4040 +47 pg/mL et 1Cso = 6100 + 490 pg/mL) par rapport au
BHT et aux extraits méthanoliques (p < 0.001).

Des études antérieures ont rapporté une grande variation dans l'activité antioxydante
des huiles essentielles de L. stoechas. Ainsi, les travaux de Benabdelkader (2012), dans
trois régions différentes de la wilaya de Bouira (Algérie) (Lakhedaria, Ain Bessam,
Taguedit) ont révélé une activité antioxydante plus faible (ICso de 5100 pg/mL ; 32420
pg/mL ; 26800 pg/mL, respectivement). Par contre 1’étude menée par Noureddine et al.
(2019) de la région de Tiaret a montré un fort pouvoir antioxydant (ICso = 15.26 + 0.24
pg/mL). Cette activité peut étre due a la forte proportion de sesquiterpénes oxygéneés
(Cherrat, 2014). En outre, la présence du fenchone, camphre et 1,8-cinéole comme
majeurs composés (37%) peut jouer aussi un rble important dans les propriétés
antioxydantes de cette huile essentielle (Insawang et al., 2019), ce qui peut mener a des

résultats variables selon le test employé et la région d’origine.
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Concernant I’HE MP, quelques travaux ont pu en déterminer des activités
antioxydantes nettement supérieurs a la nétre. Hajlaoui et al. (2009) ont rapporté une forte

capacité antioxydante de I'huile essentielle (ICsp = 10 pg/mL).

Les reésultats obtenus par le piégeage du radical libre DPPH dans la présente étude
montrentt que les EX LS et EX MP sont plus actifs que les HE et cela est probablement dd
a la complexité de la composition des extraits en substances phénoliques y compris les
acides phénoliques, notamment ’acide rosmarinique, les flavonoides et la synergie entre

eux pour une meilleure activité antioxydante (Bourgou et al., 2008 ; Malik et al., 2013 ;

Adomako-Bonsu et al., 2017).

La faible capacité des HE peut s'expliquer par le fait que nos huiles essentielles sont
peu efficaces pour donner un atome d’hydrogene ou un électron singulier, et aussi par la

faible solubilité de leurs constituants dans le milieu réactionnel (Noureddine et al., 2019).

2.3. Aactivité anti-radicalaire vis-a-vis le radical ABTS™

A partir des valeurs obtenues de 1’Abs, les PI des différents extraits et I’antioxydant
standard (Trolox) ont été calculés (Figure 23). Cette inhibition était dose dépendante pour

les extraits méthanoliques et les huiles essentielles de deux plantes.
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Figure 23. Activité antiradicalaire des huiles essentielles de L. stoechas (HE LS),
M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS), M. pulegium
(EX MP) et de Trolox vis a vis du radical ABTS. Chaque valeur représente la moyenne +

SD (n = 3).

L’EX LS s’est montreé le plus actif (ICso= 194.67+£14.92 pg/mL) suivit par I’EX MP
(Tableau 12).
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Tableau 12. ICsy de I’activité antiradicalaire des huiles essentielles de L. stoechas (HE
LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS), M.
pulegium (EX MP) et de Trolox vis-a-vis du radical ABTS.

Type d’extrait 1Cs0 (Hg/mL)
EX LS 194.67+14.92 ***
L. stoechas
HE LS 5620 +80 ***
EX MP 351.74+1.04 ***
M. pulegium
HE MP 5720 + 60 ***
Standard Trolox 63+0.98

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). *** : p <0.001, comparé au contrdle positif Trolox.

Les résultats des HE LS sont 70 supérieurs fois a ceux trouvés par Insawang et al.
(2019) avec valeurs 1Csp = 39755 pg /mL alors les resultats de I’EX LS sont nettement
inférieurs par comparaison a ceux de Karan (2018) (ICso = 14.93+0.27 pg/mL).
Cependant, I’effet scavenger concernant EX MP est presque le méme que celui déterminer
chez la méme plante d’Iran (IC5,=152.60 pug/mL) (Nickavar et al., 2008).

L’effet scavenger de I’HE LS et de ’'HE MP s’avére plus faible que les extraits
méthanoliques (Tableau 12). Néanmoins le potentiel antioxydant de ’'HE LS est 70 fois
supérieur a celui déterminé par Insawang et al. (2019) (ICsp =39755 g /mL). Par contre
’activité antioxydante de I’'HE MP rapportée par le travail de Brahmi et al. (2016) est
nettement supérieure (ICso =57.4 + 1.9 ug /mL) a la notre.

2.4. TInhibition de la peroxydation lipidique par le test de p-carotene

La méthode de blanchissement [-caroténe est largement utilisée pour mesurer
I’inhibition de la peroxydation lipidique/l'activité antioxydante des extraits de plantes.
Dans ce systeme, les radicaux libres peroxyles ont eté générés par I'oxydation de I'acide
linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le p-carotene hautement insaturé
entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie spectrophoto-
métriquement a 490 nm (Fidelis et al., 2019). La présence de différents antioxydants
peuvent protéger I'étendue et peut empécher l'attaque et de conserver la couleur jaune -
orange du B-carotene en neutralisant le radical libre linoléate et d'autres radicaux libres

formés dans le systeme (Pandey et al., 2018).
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Le blanchissement du [B-carotene suivi pendant 48 heures, est ralenti fortement
durant toute cette période en présence des deux extraits méthanoliques EX LS et EX MP,

contrairement aux HE (Figure 24).

R
~

—— BHT
<
,a_; —— EX MP
[}
= - EXLS
-
z = HE MP
= —— HELS
[~}
= —e— H20
2
b Methanol
<

o

0 10 20 30 40 50 60

Temps (heure)
Figure 24. Cinétique d’inhibition de blanchissement de [-caroténe par les huiles
essentielles de L. stoechas (HE LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de
L. stoechas (EX LS), M. pulegium (EX MP) et I’antioxydant de référence BHT. Chaque
valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

L’évaluation de I’activité des extraits est comparée a celle du BHT dont le
pourcentage d’inhibition est de 85.60 +1.55 % a la méme concentration (2 mg/mL) (Figure
25). Le pourcentage d’inhibition le plus élevé est celui de EX MP (72.20+1.2 %),
légérement inférieur celui du BHT, suivi de EX LS (54.10+2%).

Le blanchissement du [-caroténe a été suivi pendant 2 heures, par certains auteurs,
ils ont rapportés que I’extrait méthanolique de la méme espéce L. stoechas (en Turquie)
présente un pourcentage de 47.98+0.94 % (Ceylan et al., 2015). De méme,
Benabdelkader et al. (2011) ont montré que I’HE LS de la région de Jijel posséde une
activité de 22.87 £ 0.52 % apreés 2h.

Egalement, les études ménees par, Kamkar et al. (2010) sur I’espece M. pulegium,
montrent que aprés 2 h, les HE et de I'extrait méthanolique présentent une faible activité
antioxydante (AA = 26.01% et AA = 60.30% respectivement. Ces résultats confirment que

les extraits des deux plantes étudiees sont largement efficaces.
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Figure 25. Activité antioxydante en présence des huiles essentielles de L. stoechas (HE
LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS),
M. pulegium (EX MP) et du BHT par le test de B-carotene / acide linoléique. Chaque
valeur représente la moyenne £ SD (n = 3). *** : p < 0.001, comparé avec le contrble
positif BHT.

Certains auteurs ont signalé, qu'une synergie possible entre les composés
polyphénoliques et les autres composants présents dans les extraits pourrait contribuer a

I’activité antioxydante globale (Arina et Azrina, 2016).

Les flavonoides et autres polyphénols ont la capacité de piéger les radicaux libres et

par conséquent, retarder l'auto-oxydation des lipides (Gao et al., 2005).
2.5. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques et des huiles essentielles de deux
plantes, a été évaluée en utilisant la méthode de FRAP. Le pouvoir réducteur est souvent
utilisé pour évaluer la capacité d'un antioxydant & donner des électrons. En d’autre terme,
le systéme FeCI3/K3Fe(CN)e confere a la méthode la sensibilité pour la détermination des
concentrations des polyphénols qui participent a la réaction redox (Amarowicz, 2004 ;
Papuc et al., 2017).

Les résultats obtenus (Figure 26), montrent que la capacité de réduction du fer est
proportionnelle a la concentration des différents extraits et de I’acide ascorbique utilisé

comme standard.
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Figure 26. Pouvoir réducteur a 700 nm des huiles essentielles de L. stoechas (HE LS),
M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS), M. pulegium
(EX MP) et de I’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

Les concentrations effectrices (ECsp) des extraits rapportés sur le tableau 13
montrent que EX LS posséde le pouvoir réducteur le plus puissant (ECso = 79.65+1.90
pg/mL) comparé aux reste des extraits, suivi par EX MP (ECsp = 181.37£0.51 pg/mL). Ce
pouvoir réducteur reste inferieur a celui de la Vit C (p <0.001) dont les ECs, sont de 33
0.7 pug /mL.

Tableau 13. ECsy du pouvoir réducteur des huiles essentielles de L. stoechas (HE LS), M.
pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS), M. pulegium (EX
MP) et d’acide ascorbique.

Type d’extrait ECso (Mg/mL)
EXLS 79.65+1.90 ***
L. stoechas
HE LS 4400 £20 ***
EX MP 181.374£0.51 ***
M. pulegium
HE MP 7380 £ 200 ***
Standard Acide ascorbique 33 £0.7

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). *** : p <0.001, comparé avec le contrdle positif (Acide

ascorbique).

Les extraits méthanolique des deux plantes étudiées posseédent un pouvoir réducteur
trés intéressant, par comparaison aux résultats determinés par plusieurs auteurs meneés sur
les mémes especes. Notamment, les travaux de Ceylan et al. (2015) menés sur 1’espéce
L. stoechas dont le pouvoir réducteur déterminé est 4 fois inférieur (ECso= 300£10 pg/mL),

de méme Hajlaoui et al. (2015), ont montré que I’extrait méthanolique de 1’espéce
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M. pulegium possede un pouvoir réducteur (ECsp = 1525.26+5.05 pg/mL) 8 fois inférieur.
Contrairement aux resultats obtenus par les travaux de Teixeira et al. (2012) et qui

montrent que le povoir de réduction de I’espéce M. pulegium est nettement important.

Les composés phénoliques et les flavonoides en particulier sont connus pour leurs

propriétés rédacteurs/antioxydantes (Weidner et al., 2018).

Le pouvoir réducteur des HE des deux plantes s’est montré faible, par rapport a
plusieurs études. Le pouvoir réducteur de HE LS est nettement inférieur a celui obtenus
Insawang et al. (2019) (ECso = 107.53 £1.74 pg/mL). De méme, I’HE MP, a révélé un
pouvoir réducteur moindre par rapport aux résultats trouvés par Bouyahya et al. (2017)
(ECsp = 58.27 £2.72 pg/mL).

2.6. Chélation de fer ferreux

Les résultats obtenus montrent que I’EX LS et ’EX MP exercent un effet chélateur
dose dépendante (Figure 27). L'effet chélateur exprimé par la concentration effectrice ECsy
est atteint a 516.53+1.35, pg/mL, 445.05+1.30 pg/mL pour I’espéce L. stoechas et
M. pulegium, respectivement. La différence entre I’activité de ces deux extraits EX LS et
EX MP et ’EDTA utilis¢ comme standard est statistiquement tres significatives

(5.37£0.13 pg/mL) (p <0.001).
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Figure 27. Pouvoir chélateur des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS),
M. pulegium (EX MP) et ’EDTA vis-a-vis du Fer ferreux. Exprimé en pourcentage de
chélation. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

A partir des profils de chélation obtenus (Figure 27), il semble que la linéarité des
tracés avant la saturation est plus importante dans le cas de ’EDTA, cependant pour les

extraits cette linéarité est moins importante. Cela refléte simplement la nature complexe
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des extraits contenant un ou plusieurs chélateurs ayant des affinités différentes pour le fer,

en concurrence avec la Ferrozine.

Messaoud et al. (2012) ont montré que le pouvoir chélateur de I’EX LS
(ECs0= 3500 £900 pg/mL) est 7 fois inférieur. Egalement, 1’extrait EX MP a exprimé une
activité chélatrice dépassant de loin celle trouvée par Benabdallah et al. (2016)
(ECso = 1000£0.20 10 pg/mL).

La présente étude montre que les deux extraits étudiés possédent une activité
chélatrice en capturant les ions ferreux avant qu’ils soient complexés avec la ferrozine,
selon le principe de la technique. Ceci peut étre expliqué par I’interaction des différents
flavonoides (Sanchez-Vioque et al., 2013) et/ou d’autres composés présents dans les
extraits avec une structure chimique favorable a la complexation des métaux (Klaus et al.,
2015). En effet, Sahreen et al. (2010) ont montré que les extraits des plantes induisent des
effets chélateurs de maniere directement liée a la polarité des solvants utilisés. L’activité de
chélation des ions métalliques est souvent attribuée aux flavonoides et aux acides

phénoliques (Huyut et al., 2017).
2.7. Activité antioxydante ORAC

Les résultats obtenus montrent que les extraits des deux plantes étudiées,
notamment, les EX LS et EX MP et les HE LS et HE MP exercent une capacité
d'absorption du radicale d'oxygéne illustrée dans le dans le tableau 14. La différence entre
I’activité de ces extraits et le Trolox comme standard est Statistiquement significatives
(p <0,001).

Tableau 14. Capacité d'absorption du radicale d'oxygéne (ICsp) des huiles essentielles de
L. stoechas (HE LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas
(EX LS), M. pulegium (EX MP) et de Trolox.

Type d’extrait 1Cs0 (Hg/mL)
EXLS 0.87+0.05***
L. stoechas
HE LS 14.51+1.65***
EX MP 3.43+0.96***
M. pulegium
HE MP 3.46+0.13***
Standard Trolox 0.52+0.07

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). *** : p <0.001, comparée avec le contréle positif Trolox.
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Les valeurs d’ORAC obtenues par EX LS et EX MP (0.87 et 3.43 pg/mL,
respectivement) et obtenues par les huiles essentielles (1451 et 3.46 pg/mL,
respectivement), placent ces especes comme une bonne source antiradicalaire contre
I’AAPH. Ce résultat va dans le sens des conclusions de plusieurs auteurs (Liang et al.,

2014 ; Smeriglio et al., 2018a ; Smeriglio et al., 2018b ).

Le pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques est particulierement dd a la
présence d’acides phénoliques notamment 1’acide rosmarinique, composé connus avoir la
capacité de piéger les especes radicalaires et les formes réactives de 1’oxygéne (Ibarra et
al., 2010).

2.8. Activité anti-hémolytique

Les érythrocytes constituent un modéle cellulaire tres adéquat pour I’étude du stress
oxydant. En raison de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la
concentration cellulaire élevée en oxygéne et en 1’hémoglobine, ces cellules sont

extrémement susceptibles aux endommagements oxydatifs (Cimen, 2008).

L'activité anti-hémolytique des extraits a été évaluée selon le protocole décrit par
Aman et al. (201 3), et mesurée comme la capacité des globules rouges pour résister a la

lyse induite par les radicaux libres.

Les EX LS et EX MP ont donné une activité anti-hémolytique vis-a-vis le radical

AAPH d’une maniére dose dépendante (Figure 28).
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Figure 28. Pourcentage d’hémolyse des érythrocytes induite par I’AAPH en présence des

extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS), de M. pulegium (EX MP) et de I’acide
ascorbique. Chaque point représente la moyenne + SD. (n = 3).

83



Résultats et discussion

Les résultats de ’activité anti-hémolytique des différents extraits méthanoliques sont

exprimés par les concentrations effectrices ECsq qu’elles sont indiquées dans le tableau 15.

Tableau 15. ECsp de I’activité anti-hémolytique des huiles essentielles de L. stoechas (HE
LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS),
M. pulegium (EX MP) et d’acide ascorbique.

Type d’extrait ECso (ug/mL)
EXLS 152,58+8.18 ***
L. stoechas
HE LS ND
EX MP 21.41+0.49 *
M. pulegium
HE MP ND
Standard Acide ascorbique 37.59+2.59

Chaque valeur représente la moyenne £ SD (n = 3). * : p <0.05 ; *** : p <0.001, comparant avec le controle
positif Acide ascorbique.
ND : non déterminé.

Dans la présente étude, on a jugé d’envisager I’usage des matiéres extraites des
plantes comme des outils pour le ménagement de la génération des ERO engendrés par
I’AAPH et ses complications. Les résultats montrent que I’incubation des érythrocytes en

présence de I’AAPH conduit a une hémolyse remarquable.

L'EX MP a montré une forte activité anti-hémolytique (ICso= 21.41+0.49 pg/mL),
qui est supérieure (p < 0.05) a celle de I’antioxydant de référence, 1’acide ascorbique
(ICsp= 37.59£2.59 pg/mL). D'autre part, I’EX LS présente une bonne activité antioxydante
avec un ICsp= 152,58+8.18 pg/mL qui est significativement inférieure a celle d’acide

ascorbique (p <0.001).

L’effet protecteur des érythrocytes par les extraits de L. stoechas et de M. pulegium
peut étre di a la forte teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, ce qui est similaire
aux résultats de Martinez et al. (2014) ; Suwalsky et al. (2015) ; Anosike et al. (2018).
De ce fait, les composés phénoliques semblent fonctionner comme de bons donneurs
d’électrons et d’atomes d’hydrogéne, ils peuvent donc mettre fin a la réaction radicalaire
en chaine en convertissant les radicaux libres et les ROS en produits plus stables (Huang,
2018).
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3. Activité antibactérienne

Le developpement de la résistance bactérienne vis-a-vis les antibiotiques disponibles
actuellement nécessite de rechercher de nouveaux agents antibactériens (Fair et Tor,
2014). Certaines etudes sont axees sur les agents antimicrobiens dérivés de plantes
(polyphénols et les huiles essentielles), qui ont été utilisés pendant longtemps en médecine

traditionnelle pour surmonter les infections.

L'activité antimicrobienne des extraits de plantes est basée sur la méthode de
diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton agar. Les résultats obtenus pour les tests
antibactériens des huiles essentielles et les extraits méthanoliques de L. stoechas et de
M. pulegium sont représentés dans le tableau 16. De maniére générale, des effets
antibactériens significatifs et variables ont été obtenus avec les différents extraits, aussi

bien sur des bactéries Gram-positive que Gram-négative.

Tableau 16. Diamétre (mm) des zones d’inhibition des huiles essentielles de L. stoechas
(HE LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS),
M. pulegium (EX MP) et la Gentamicine.

Zone d'inhibition (mm)

Souches testees HELS HEMP EXLS EXMP Gentamicine
100 mg/mL 400 mg/mL 10pg

E. coli ATCC 25 922 13.83+0.29 17.00£1.73 0 0 21.00£1.00
kel £ *++ +++

P.aeruginosa ATTC27 853 15.67+0.58 17.33+1.15 0 0 24.33+0.58
*rx[44 el +++

S.aureus ATCC 25 923 15.00+1.00 11.67+0.58 13,67+0,58 7,5+0,57 18.67+0.58
**/++ ***/+ **/+ ***/i ++

B. subtilis ATCC 66 33 18.00+0.00 16.00+0.76 11,75+1,25 12+0,81 20.00+1.00
*[++ *[++ *xKx[+ *xKx[+ +++

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). *: p <0.05 ; ** : p <0.01 ; *** : p <0.001, comparée avec
le contréle positif (Gentamicine). (p <0.05, test de Dunnet).
Les symboles (+) et (-) représentent le degré de sensibilité selon Djabou et al. (2013) : résistante (0) ; non

sensible (-) ; moyennement sensible (+) ; sensible (++) ; extrémement sensible (+++).

La sensibilité des bactéries envers les différents extraits est classée selon les
diametres des halos d’inhibition. De maniere générale, des effets antibactériens

significatifs et variables ont été obtenus, aussi bien sur des bactéries Gram-positives que
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Gram-négatives. Ainsi, L'analyse des données a montré que 100 mg/mL des HE est active
vis-a-vis des bactéries aussi bien sur les Gram-positives que les sur les Gram-négatives.
D’autre part, ’EX LS et ’EX MP a 400 mg/mL n’exhibent aucun effet sur E. coli et
P. aeruginosa, ces souches se sont montrées résistantes. Ces résultats concordent avec
ceux rapportés par Bayrak et al. (2017) et par Hajlaoui et al. (2009), ou aucune activité

antibactérienne n’a été notée pour I’EX LS et EX MP, respectivement.

Par contre, les deux bactéries Gram-positives se sont montrées sensibles a I’¢gard des
extraits méthanoliques. En effet, toutes les activités antibactériennes enregistrées sont
moins marquées mais qui se rapprochent de I’activité du contréle positif utilisé
(gentamicine), particuliérement ’activité des HE LS et HE MP a I’égard de la bactérie
B.subtilis.

Les valeurs les plus faibles de CMI obtenues en présence des HE LS et HE MP sont
respectivement de 0.10+0.01 mg/mL et 0.15+0.01 mg/mL et celles déterminées en
présence des EX LS et EX MP sont respectivement de 03.64+0.79 mg/mL et 12.5+0.00
mg/mL a I’égard des bactéries Gram-positif. Ces résultats montrent clairement que les
huiles essentielles des deux plantes sont plus actives que les extraits méthanoliques. De
méme, selon les résultats mentionnés dans le tableau 17, on en déduit que, les bactéries
Gram-négatif notamment, E. coli et P. aeruginosa sont moins sensibles vis-a-vis des huiles

essentielles et sont résistantes aux deux extraits méthanoliques.

Tableau 17. CMI des huiles essentielles de L. stoechas (HE LS), M. pulegium (HE MP),
des extraits méthanoliques de L. stoechas (EX LS) et M. pulegium (EX MP).

CMI (mg/mL)
Souches testées HELS HE MP EXLS EXMP
E. coli ATCC 25 922 1.56+0.01  0.60+0.01 - -
P.aeruginosa ATTC27 853 6.25+0.09 1.79+0.01 - -
S. aureus ATCC 25 923 0.78+0.01  0.15+0.01  07.29+147  12.520.00
B. subtilis ATCC 66 33 0.10+0.01  0.30+0.01  03.64+0.79  26.78+2.52

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).
CMI : Concentration minimale inhibitrice

Les résultats de 1’étude sur les activités antimicrobiennes des HE de L. stoechas

sont en accord avec d’autres travaux antérieurs Il a été rapporté que les huiles volatiles de
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plantes en provenance de la Tunisie possedent une activité antibactérienne envers S. aureus
(Bouzouita et al ., 2005). De méme, des activités antibactériennes ont été signalées pour
les HE de L. stoechas sauvage de Turquie (Goren et al., 2002). Cela prouve la présence de
plusieurs composes connus pour leurs activités antimicrobiennes dans les HE LS de
en tant que constituants majoritaires ou minoritaires. L'activité des HE pourrait étre
attribuée a la teneur élevée en Fenchone, Camphre, 1, 8- Cinéole, Linalool et Acétate de
Bornéol (Sadani et Shakeri, 2016). En somme, I’activit¢ des HE est probablement due
aussi, I’action synergique entre le 1,8-cinéol et le camphre. L’effet antimicrobien observé
serait alors attribuable a une ou plusieurs molécules actives, présentes en forte ou en faible
proportion dans les HE (Benabdelkader et al., 2011). Des études ont montré que la
Fenchone a été testée positivement pour l'activité cicatrisante des plaies associée a
I’activité antibactérienne (Keskin et al., 2017) et le camphre s'est révélé inhibiteur de la

croissance des bactéries et des champignons (Tabanca et al., 2001).

L'activité antibactérienne de ’HE MP peut étre associée au pourcentage élevé de
pulégone et de pipéritone et/ou aux effets synergiques entre ces deux composants et/ou
avec d'autres composés (Mahboubi et Haghi, 2008 ; Abdelli et al., 2016).

Aussi, I’activité antibactérienne des HE riche en pulégone a été rapportée (Hajlaoui
et al., 2009). Aycan et al. (2015) ont montré également que I'HE de M. pulegium récoltée

en Turquie présentait une activité antibactérienne tres élevee.

L'activité antibactérienne des HE est certainement attribuée a leur composition
chimique, selon Teixeira et al. (2012) les HE riches en monoterpénes oxygénes présentent

une activité antibactérienne plus élevée que les HE riches en Monoterpénes hydrocarbonés.

De nombreuses études ont déja signalé la sensibilité des bactéries Gram+ par rapport
aux Gram- (Koné et al., 2004; Turkmen et al., 2007 ; Shan et al., 2007 ; Falleh et al.,
2008 ; Riahi et al., 2013 ; Brahmi et al., 2016). La résistance des bactéries Gram- négatif
peut étre attribuée a la présence de la membrane externe entourant la paroi de la cellule,
pratiquement imperméable aux composés lipophiles grace aux charges négatives de surface
de son revétement lipopolysaccharidique. Les bactéries Gram-positif sont moins protégées
contre les agents antibactériens, vu que le peptidoglycane n’entrave que la diffusion des

molécules supeérieures a plus de 50 kDa (Hogan et Kolter, 2002 ; Riahi et al., 2013).
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4. Etude toxicologique

4.1. Toxicité orale aigué

Afin de garantir I’innocuité des extraits des deux plantes, 1’étude de la toxicité
aigué par voie orale a été menée sur des souris femelles selon le protocole 423 de ’OCDE
(2011). La toxicité aigué se définit par les effets secondaires qui apparaissent a la suite de

I’administration orale d’une seule dose.

4.1.1. Mortalité et signes généraux

Le comportement et I’état général des souris ont été sous surveillance pendant 14
jours. Les différentes doses des différents extraits sont bien tolérées, dans le sens ou il n’y
a aucun cas de mortalit¢; de méme qu’aucun signe d’intoxication dii aux substances n’est
observé au cours des 14 jours du test a part une fréquence respiratoire accélérée,
contractions abdominals des souris qui ont regu HE LS 2000 mg/kg. Aprés 4 heures, les
souris survivantes ont retrouvé un comportement normal. D’aprés le Systeme de
classification Globalement Harmonisé¢ (SGH) de I’OCDE, EX LS, EX MP, HE LS sont
classés dans la catégorie 5 avec une DL50> 2000-5000 mg/kg. Selon les lignes 423 de
I’OCDE, pour une DL50 supérieure ou égale a 2000 mg/kg, la substance peut étre
considérée comme étant Iégérement toxique. Selon ces résultats, il est possible que ces

extraits pourraient étre considérés commes un bon matériel pharmacologiques.

Concernant les souris traitées par ’'HE MP 300 mg/kg, une DL50 orale >
300mg/kg, D’extrait est classé dans la catégorie 4 et considéré comme une substance

modérément toxique par voie orale.
4.1.2. Evolution pondérale

L’évolution pondérale des souris soumises a cette étude est I’un des paramétres qui
est en relation directe avec la toxicité. En effet 1’apparition d’une toxicité s’accompagne
souvent d’un amaigrissement. Ainsi, la variation du poids corporel des souris est illustrée
dans la figure 29. Au cours des 14 jours d’expérimentation, la variation du poids corporel

des souris a eté notée tout les 7 jours et a la méme heure.
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Figure 29. Evolution du poids corporel des souris témoins, traitées par les huiles
essentielles de L. stoechas (HE LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de
L. stoechas (EX LS) et M. pulegium (EX MP). Chaque valeur représente la moyenne +
SEM (n=6).

D’aprés les résultats, on constate une augmentation croissante du poids corporel des
souris durant les 14 jours a I’exception des lots traitées par I’HE MP, dont le poids corporel
commencé a diminué aprés le 7°™ jours. De plus, les souris témoins qui ont recu I’eau
physiologique ont montré une croissance réguliere tout le long de I’expérimentation.
L’ingestion des deux extraits méthanoliques de deux plantes n’a provoqué aucune variation
du poids corporel des souris alors que 1’administration des huiles essentielles de deux

plantes a provoqué une variation significative par rapport aux témoins (Figure 30).

Gain de poids Jq4 (9)

o T L] L]

T EXLS EXMP HELS HE MP

Figure 30. Comparaison du gain de poids entre souris temoins, traitées par les huiles
essentielles de L. stoechas (HE LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de
L. stoechas (EX LS) et M. pulegium (EX MP). Chaque valeur représente la moyenne +
SEM (n=6). ns : non significatif; * : p <0.05; ** : p <0.01, comparée avec le group
témoin.
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4.1.3. Masses relatives des organes

Aprés sacrifice des animaux, différents organes (reins, foie et cceur) ont été
récupérés pour 1’examen macroscopique. Il a été observé que leurs tailles et leurs formes

sont normales, aucun changement morphologique n’a été observé (Tableau 18).

Tableau 18. Poids relatif des organes (g/kg) des souris témoins, traitées par les huiles
essentielles de L. stoechas (HE LS), M. pulegium (HE MP), des extraits méthanoliques de
L. stoechas (EX LS) et M. pulegium (EX MP).

Groupe Témoin EXLS EX MP HE LS HE MP
2000 mg/kg 2000 mg/kg 2000 mg/kg 300 mg/kg
Foie 50.48+1.98 50.86+3.96ns 44.73+2.04ns 53.58+2.13ns 48.05+2.34ns

Reins 11.27+0.40 10.73+0.72ns 11.32+0.31ns 11.19+0.51ns 10.39+0.51ns

Cceur 5.21+0.20  5.22+0.22ns  5.29+0.56 ns 5.52+0.34ns  5.24+0.67ns

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=6). Les comparaisons ont été effectuées par rapport au
group témoin. ns : non significatif (p < 0.05).

L'administration orale de différents extraits n'a provoqué aucun changement
significatif du poids relatif des organes dans les différents lots traités par rapport aux souris

témoins
4.1.4. Parametres biochimiques

Pour garantir la non-toxicité des extraits méthanoliques et des huiles essentielles des
deux plantes, différents parametres biochimiques ont été mesurés chez les souris traitées a

la fin de I'expérience (J14) et sont comparés a celles du témoin.

Le foie est la premiére cible de la toxicité, il métabolise les substances étrangeres en
composés qui peuvent étre hépatotoxiques (Assi et al., 2016). Certaines enzymes
hépatiques ont été testées a savoir, Transaminase Glutamate Oxolo-acétate (TGO),
Transaminase Glutamate Pyruvate (TGP) et la phosphatase alkaline (PAL). Dans le présent
travail, TGO, TGP et PAL n'ont présenté aucune variation significative chez les femelles

traitées par rapport au témoin (p < 0.05) (Figure 33).

La créatinine et l'urée sont considérées comme des biomarqueurs de l'insuffisance
rénale (Lopez-Giacoman et Madero, 2015; Sinkala et al., 2017). Les valeurs de tous les

parametres lies aux fonctions rénales (urée, créatinine) n'ont pas été modifiées, aucun
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changement significatif n’a été observés, par rapport aux souris témoins (p < 0.05). (Figure

31).
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Figure 31. Variation des parametres biochimiques des souris

huiles essentielles de L. stoechas (HE LS), M. pulegium
méthanoliques de L. stoechas (EX LS) et M. pulegium (EX MP). Les comparaisons ont été
effectuées par rapport au groupe témoin. Chaque valeur représente la moyenne + SEM

(n=6). ns : non significatif (p < 0.05).
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4.1.5. Histopathologie

Le foie et les reins constituent les cibles privilégiées lors d’une telle étude.
L’observation des coupes histologiques du foie et des reins des souris traités par rapport
aux témoins a permis de constater la conservation de I’architecture cellulaire de ces

organes, cependant quelques particularités ont été envisagées.
4.1.5.1. Histopathologie hépatique

D’aprés les résultats de I'examen histopathologique indiqués dans la figure 32, Le
foie des souris femelles témoins présente un aspect normal sans modification hépatique,
avec un parenchyme lobée. Méme aspect a été observé chez les souris traitées par EX LS
et EX MP (2000 mg/kg pc). Par contre le foie des souris traitées par HE LS (2000 mg/kg

pc) et HE MP (300 mg/kg pc) présente des congestions hépatiques autour des vaisseaux.

Figure 32. Coupes histologique du parenchyme hépatique (grossissement x40) des souris
témoins (A); traités a I’extrait méthanolique de L. stoechas 2000 mg/kg (B) ; traités a
I’extrait méthanolique de M. pulegium 2000 mg/kg (C); huile essentielle de L. stoechas
2000 mg/kg(D); huile essentielle de M. pulegium 300mg/kg (E).

cv : Congestion vasculaire.
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4.1.5.2. Histopathologie rénale

Les coupes histologiques du rein des souris traitées sont représentées par la figure 33.
Le rein des souris témoins présentent un aspect normal sans modification rénale avec des
glomérules et des tubules normaux, méme aspect a été observé chez les souris traitées par
EX LS (2000 mg/kg) et HE MP (300 mg/kg). Cependant, chez les souris traitées par EX
MP et HE LS (2000 mg/kg) ont démontrés des modifications histopathologies, par un

infiltrat inflammatoire et une congestion vasculaire autour des vaisseaux, respectivement.

Figure 33. Coupes histologique du parenchyme rénale (grossissement x40) des souris
témoins (A); traités a I’extrait méthanolique de L. stoechas 2000 mg/kg (B) ; traités a
I’extrait méthanolique de M. pulegium 2000 mg/kg (C); huile essentielle de L. stoechas
2000 mg/kg (D); huile essentielle de M. pulegium 300mg/kg (E).

cv : Congestion vasculaire.

Les résultats obtenus démontrent que les EX MP, EX LS, HE MP et HE LS, n’ont
provoqué aucune détérioration au niveau des organes vitaux (foie et reins) confirmés
précedemment par les paramétres biochimiques.
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4.2. Toxicité subaigué des extraits méthanoliques et évaluation de leurs activités

antioxydantes in vivo

L’étude de la toxicité subaigué par voie orale en vue de la recherche de signes
cliniques et/ou biologiques d’intoxication, trois doses des extraits méthanoliques ont été
utilisées quotidiennement (200, 400 et 800 mg/kg) en une période de 21 jours afin de
déterminer les effets toxiques, d’évaluer 1’activité antioxydante in vivo par le test de DPPH

et d’estimer 1’activité de CAT, GSH et MDA.
4.2.1. Mortalité et signes généraux

L’évaluation de la toxicité subaigue de différentes doses de deux extraits
méthanoliques, n’a montré aucun signe de toxicité pendant la période d’étude tel que la
mortalité ou encore un changement physique (pilosité, peau, état des yeux, des oreilles et
de la bouche). Aucune manifestation de tremblements, convulsions, salivation, diarrhée,
coma, ou de comportements anormaux tels que l'automutilation ou tremblement de la

marche n'a été observe.
4.2.2. Evolution pondérale

L’évolution pondérale des animaux traités et témoins est suivis durant les 21 jours de
traitement et notée tout les 7 jours a la méme heure. Les résultats illustrés dans la figure 34
montrent une augmentation croissante du poids corporel des souris au cours des 21 jours de
I’étude. Aucune différence significative (p < 0.05) n'a été notée par comparaison du gain de

poids aux témoins (Figure 35).
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Figure 34. Evolution du poids corporel des souris témoins (T), traitées a 1’extrait de
L. stoechas (EX LS), traité a ’extrait de M. pulegium (EX MP) aux dose D1, D2 et D3
(200, 400 et 800 mg/kg) et de Vit C. Chaque valeur représente la moyenne £ SEM. (n=8).
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Figure 35. Comparaison du gain de poids entre souris témoins (T), traitées & 1’extrait
méthanolique de L. stoechas (EX LS), traité a I’extrait méthanolique de M. pulegium (EX
MP) aux dose D1, D2 et D3 (200, 400 et 800 mg/kg) et de Vit C. Chaque valeur représente
la moyenne + SEM (n=8). ns : non significatif (p < 0.05).

4.2.3. Masses relatives des organes

Apres I’examen macroscopique du foie et du rein prélevés, aucune modification n’a
été obsevé au niveau de la taille, la forme et le poids. Les valeurs de la masse relatives des
organes (foie, reins) ne montrent aucun changement significatif (p<0.05) dans les

différents lots traités par rapport aux souris témoins (Tableau 19).

Tableau 19. Poids relatif des organes (g/kg) des souris témoins, traitées a 1’extrait

méthanolique de L. stoechas, M. pulegium aux doses 200, 400, 800 mg/kg pc et traitées

avec le Vit C.
Groupe Témoins Vit C 200 mg/kg 400 mg/kg 800 mg/kg
Foie 45.37+1.38% 44.01+1.16°% 46.59+3.68° 46.88+4.41% 45.47+1.91°
L. stoechas
Reins 12.76+0.41* 11.36+0.30% 11.91+0.58% 11.15+0.15% 12.74+0.44%
Foie 45.37+1.38% 44.01+1.16°% 46.59+3.68° 46.88+4.41% 45.47+1.91°
M. pulegium
Reins 12.76+0.41%* 11.36+0.30% 11.91+0.58% 11.15+0.15% 12.74+0.44°

Chaque valeur représente la moyenne + SEM. (n=8). Méme lettre indiquent une différence non significative

(p < 0.05, test de Tukey).
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4.2.4. Paramétres biochimiques

Afin de s’assurer de la non toxicité réelle des extraits méthanoliques des deux plantes
étudiées, différents parametres biochimiques ont été dosés chez les souris traitées a la fin

de I’expérimentation (J21) et sont comparés aux témoins.

Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux 20 et 21. Le profil biochimique
TGO et TGP n'ont présenté aucune variation significative chez les souris traitées (EX LS et
EX MP) par rapport au témoin. Les études sériques montrent une diminution significative
(p<0.01) des taux de PAL chez les souris traitées sauf celles qui sont traitées par EX MP
(800mg/Kg).

Le taux de I’urée et la créatinine n'ont présenté aucune variation significative chez les
souris traitées par rapport au témoin, sauf Les souris qui ont re¢u ’EX LS (800mg/kg)

présente une diminution significative de ’urée (p<0.05).

Tableau 20. Variation des paramétres biochimiques des souris témoins, traitées a 1’extrait
méthanolique de L. stoechas aux doses 200, 400, 800 mg/kg pc et traitées avec Vit C.

Dose extrait L. stoechas (mg/kg pc)

Marqueurs
biochimiques Témoins Vit C 100 200 400 800
Urée (g/l) 0.25+0.03°  0.21+0.01% 0.2+0.03% 0.17£0.05®  0.15+0.02°
Créatinine (mg/l)  3.42+0.31°  3.38+0.25 2.36+0.34 2.44+0.16*  2.60+0.17°
TGO (UIN) 94.39+9.35% 92.75+10.18° 84.13+6.54*  86.63+5.24 93.99+11.11°
TGP (UI/l) 51.52+3.31*  41.89+4.31*  40.58+7.62*°  41.13+2.21*  353.72°
PAL (UI/) 140.6+7.08°  90.67+5.45" 115.71+13.07*° 94.17+2.01° 88.92+7.06"

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=8). Sur la méme ligne, les valeurs affectées de letters
différentes sont significativement différentes (p <0.05, test de Tukey).

Tableau 21. Variation des paramétres biochimiques des souris témoins, traitées a 1’extrait
méthanolique de M. pulegium aux doses 200, 400, 800 mg/kg pc et traitées avec Vit C.

Dose extrait M. pulegium (mg/kg pc)

Marqueurs
biochimiques Témoins Vit C 100 200 400 800
Urée 0.25+0.03 0.21+0.01° 0.21+0.03 0.19+0.03 0.18+0.04
Créatinine 3.42+0.31° 3.38+0.25° 2.82+0.42° 3.58+0.55° 4.34+0.92°%
TGO (Ul 94.3949.35% 92.75+10.18°  72.13+6.46°  94.17+3.77° 96.03+5.38
TGP (UI/) 51.5243.31%° 41.89+4.31*  50.31+6.01°  43.97+4.41° 44.84+2.73°
PAL (UI/l) 140.6+7.08°  90.67+5.45° 124.6+11.85° 123.749.41%*° 136.8+12.47°

Chaque valeur représente la moyenne £ SEM (n=8) .Sur la méme ligne, les valeurs affectées de lettres
différentes sont significativement différentes (p <0.05, test de Tukey).
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4.2.5. Histopathologie
4.2.5.1. Histopathologie hépatique

L’observation des coupes histologiques du foie des souris traitées avec Vit C et EX
LS (200 mg/kg) par rapport aux témoins a permis de constater la conservation de
I’architecture cellulaire, cependant quelques particularités ont été enregistrées. Une
congestion et infiltrat inflammatoire autour de la veine et chez les souris traitées par EX
MP (200 mg/kg) et des troubles histologiques du foie de souris traitées par EX LS et EX
MP (400 et 800 mg/kg) ont montré une surcharge hépatocytaire dose-dépendante et

significative (Figure 36)

Figure 36. Coupes histologique du parenchyme hépatique (grossissement x40) des souris
témoins (A) ; traités a vitamine C (B) ; traités a 1’extrait méthanolique de L. stoechas aux
doses 200 (C), 400 (D), 800 mg/kg (E) ; traités a I’extrait méthanolique de M. pulegium
200 (F), 400 (G), 800 (H). HP hpr : Hépatocytes hyperactives, cv : Congestion vasculaire.
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4.2.5.2. Histopathologie rénale

Les coupes histologiques du rein des souris traitées sont représentées par la figure
37. L’observation microscopique du tissu rénal des souris du lot témoin (figure 37 A)
révele un aspect normal avec des glomérules et des tubules normaux de méme pour les
souris traitées par 1’extrait EX LS (200 mg/kg). Les souris traitées par EX LS (400 et 800
mg/kg) et celles traitées par EX MP (800 mg/kg) ont révélé une architecture rénale altérée
et des congestions vasculaires.

Figure 37. Coupes histologique du parenchyme rénale (grossissement x40) des souris
témoins (A) ; traités a vitamine C (B) ; traités a 1’extrait méthanolique de L. stoechas aux
doses 200 (C), 400 (D), 800 mg/kg (E) ; traités a I’extrait méthanolique de M. pulegium
aux doses 200 (F), 400 (G), 800 (H). cv : Congestion vasculaire.
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4.2.6. Capacité antioxydante plasmatique vis-a-vis le radical DPPH

La capacité antioxydante plasmatique (CAP) est I'un des paramétres les plus
utilisés pour évaluer I’efficacité d’une supplémentation alimentaire ou d’un traitement

antioxydant.

En raison du grand nombre d’antioxydants présents dans le plasma, ce dernier a été
récupéré a partir des souris raitées. Les résutats présentés dans le tableau 22 montrent que

I’administration des EX LS et EX MP augmente la capacité antioxydante plasmatique.

Tableau 22. Capacité anti-oxydante plasmatique de groupe témoins, des goupes traités par
extraits méthanolique de L. stoechas et de M. pulegium aux doses 200, 400, 800 mg/kg pc
et de groupe traité avec Vit C.

Groupe Dose d’éxtrait mg/kg pc

Témoin Vit C 100 200 400 800

CAP L.stoechas  6.05+0.59° 33.85+2,19° 15.35+1.72° 16.92+1.35° 20.08+0.74

(%) M. pulegium 6.05+0.59° 33.84+.05° 12.76+0.41° 23.3+1.66° 25.83+1.28°

Chaque valeur représente la moyenne £ SEM (n=8) .Sur la méme ligne, les valeurs affectées de lettres
différentes sont significativement différentes (p <0.05, test de Tukey).

L’administration de deux extrait méthanoliques a trois dose (200, 400 et 800
mg/kg) augmente la CAP d’une mani¢re dose dépendante et significative par rapport au
témoin (p <0.05).

Les résultats obtenus de 1’évaluation de 1’activité antioxydante in vivo montrent que
la CAP est proportionnel a la dose administrée. Cela montre une corrélation entre le taux
en composés phénoliques et la capacité antioxydante plasmatique. On suppose alors, que
I’augmentation de cette dernicre est attribuée aux antioxydants présents dans les extraits de

gavage.

En effet, le plasma contient un réseau d'antioxydants endogénes comme l'albumine,
la bilirubine, glutathione réduit et I'acide urique, ainsi que des antioxydants issus d’un
apport exogene. Ces antioxydants peuvent agir de maniere complémentaire et synergique
pour fournir une meilleure protection contre les ERO (Fang et al.,, 2002). Ainsi
I’augmentation de la capacité antioxydante du plasma observée, est sans doute attribuable a
des niveaux élevés d'antioxydants exogénes acquise suite a une supplémentation des

extraits méthanoliques de L. stoechas et de M. pulegium. Cet effet est probablement du aux
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flavonoides et les composés phénoliques contenus dans les extraits méthanoliques dont les

propriétés antioxydantes ont été déja démontrées par 1’étude in vitro.
4.2.7. Analyse des parametres du potentiel antioxydant

Le foie étant un organe trés sensible qui joue un réle majeur dans la maintenance et
la performance de I'homéostasie de notre corps. C’est le principal organe ou les processus
importants comme le métabolisme et la désintoxication ont lieu. Ainsi, le foie est 1’organe
le plus exposé aux dommages en raison de I'exposition chronique a la drogue, les toxiques
environnementaux et autres xénobiotiques (Lewis et al., 2004). Les troubles hépatiques
sont I'un des problémes de santé les plus graves, la raison pour laquelle il a été choisi pour

ce travail.

Les extraits méthanoliques des parties aériennes de L. stoechas et de M. pulegium ont
été évalués pour son effet sur les parametres du potentiel antioxydant au niveau du tissu
hépatique, ce dernier constitue un site favorable a cette étude. Les résultats de I’estimation

de CAT, GSH et MDA sont présentés dans le tableau 23.

Tableau 23. Estimation de l'activité CAT (umole / min mg de protéine), GSH (nmole/g de

tissu) et MDA (nmole/g de tissu) dans le foie des souris.

Dose d’éxtrait mg/kg pc
Groupe Témoin Vit C 100 200 400 800
CAT 25.18+2.09° 43.03+2.07° 35.41+2.94%° 38.46+1.87% 40.58+4.22°2
L.stoechas GSH 28.40+0.57° 40.84+2.61° 39.33+2.77° 44.04+1.31° 57.51+5.04°
MDA 21.45+1.26° 20.29+2.02° 22.50+1.70°  17.5+0.86° 0.46+1.23°
CAT 25.1842.09° 43.03+2.07* 26.55+3.20° 27.47+2.37°  38.56+5.06°
M. pulegium  GSH 28.40+0.57° 40.84+2.61%° 30.28+0.77° 33.58+1.43°  44.34+1.88°
MDA 21.45+1.26° 20.29+2.02° 30.51+4.64° 13.45+1.11*°  7.98+0.35°

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n=8) .Sur la méme ligne, les valeurs affectées de lettres
différentes sont significativement différentes (p <0.05, test de Tukey).

4.2.7.1. Estimation de I’activité enzymatique de la catalase

La catalase (CAT) est une enzyme indispensable pour la détoxification des ERO

pendant les conditions de stress. Elle catalyse la conversion de H,O, en eau et en oxygéne
(Ighodara et al., 2018).

Selon les résultats obtenus (Tableau 23), une augmentation significative (p <0.05)

dose dépendante de I’activité de CAT dans le foie a été observée chez tout les groupes
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traités par les trois doses (200, 400 et 800 mg/kg) de ’EX LS et ’EX MP et le groupe de

souris qui a regu la vitamine C.

Nos résultats corroborent avec ceux de beaucoup de travaux réalisés sur des variétés
de plantes. Il a été signalé que I'administration de I'extrait de feuilles d'Aloes vera provoque
I’augmentation des enzymes antioxydants du foie chez les souris (Singh et al., 2000).
Ozsoy et ses collaborateurs (2009) ont prouvé aussi que les extraits de 1’Aloe vera peut
activer les systemes d'enzymes antioxydants endogeénes qui jouent un réle vital comme

améliorateurs du systeme immunitaire et dans la gestion du stress oxydatif.

Plusieurs études ont montré que I’administration des extraits riche en polyphénols
augmentent significativement I'activité des enzymes antioxydantes, la catalase (Li et al.,
2017; Aouchria et al., 2017 ; Quan et al., 2018 ; Guemmaz et al., 2018 ; Righi et al.,
2020).

4.2.7.2. Estimation de GSH

Le GSH est I'un des tripeptides les plus abondants, il est largement distribué au
niveau des hépatocytes. Ses fonctions sont principalement concernées par la neutralisation
de radicaux libres tels que H,O; et radicaux superoxyde (Fang et al., 2003 ; Ogeturka et
al., 2005). Le glutathion constitue la premiere ligne de défense contre les ERO (Kivrak et
al., 2017) cependant, ces processus de défense ne sont pas complétement efficaces s’ils ne

sont pas supplémentés par le pouvoir antioxydant des principes actifs des plantes.

Pour cette raison notre étude sur la capacité antioxydante des extraits
méthanoliques de deux plantes s’est étalée a 1’étude de 1’évaluation des taux de gluthation
(GSH) hépatique.

D’apres les résultats montrés dans le tableau 23, on constate que l'administration,
de P’EM LS et ’EM MP (200, 400 et 800 mg/kg) et la vitamine C (100 mg/kg) a provoque
une augmentation significative (p <0.05) dose dépendante du taux de GSH dans le par

rapport au groupe témoin.

Nos résultats corroborent avec ceux de beaucoup de travaux réalisés sur des variétés
de plantes (Ozsoy et al., 2009 ; Guemmaz et al.,, 2018 ; Benslama et al., 2020 ;
Boudjelal et al., 2020, Righi et al., 2020). Il est certains que la supplémentation de
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I’alimentation ou I’administration orale d’extraits végétaux riches en polyphénols et en
flavonoides améliorent avec succes la teneur en GSH. Les composés phytochimiques
présents dans les plantes peuvent augmenter la biosynthése des antioxydants cellulaires, en
particulier le GSH (Goodla et al., 2019).

4.2.7.3. Estimation de MDA

La peroxydation lipidique étant 1’effet le plus anciennement connu des radicaux
libres et le plus simple a mesurer, les dérivés de I’oxydation lipidique sont les composés les
plus souvent étudiés lorsque ’on recherche un stress oxydant (Baranauskaite et al.,
2020). Le stress oxydant est caractérisé par les ERO qui induisent la peroxydation
lipidique, Le MDA, qui est un produit final de la peroxydation lipidique, est également I'un
des biomarqueurs les plus fréquemment utilisés pour évaluer I'activité antioxydante In vivo
(Reddy et al., 2017).

Les résultats illustrés dans le tableau 23 montrent que I'administration de EX LS et
EX MP (200, 400 et 800 mg/kg) aux souris a provoqué une diminution significative
(p <0.05) dose dépendante du taux du MDA par rapport au groupe témoin, contrairament

au groupe de souris qui a regu la vitamine C, aucun changement significatif n’a été obsevé.

Suite aux résultats obtenus, on en déduit que, la diminution des niveaux de
peroxydation lipidique peut étre liée a la capacité des deux extraits méthanolique a
éliminer les ERO, donc empéchant d'autres dommages des lipides membranaires (Pradeep
et al., 2007). Un point important a signaler, la corrélation positive entre le test de

blanchiment au -caroténe (déterminé in vitro) et le taux de MDA (déterminé in vivo).

Dans la présente étude la capacité des extraits méthanolique de L. stoechas et de M.
pulegium a réduire le taux de MDA peut étre attribuée a sa richesse en polyphénols a
savoir les acides phénoliques, 1’acide rosmarinique et ses derivés, les flavonoides dont les
flavones (Okaiyeto et al., 2018) les flavonols, les anthocyanines (Benhammou et al.,
2008), et les tannins (Maddi et al., 2012). Ces composés sont connus pour leur activité
scavenger des ERO, agissant ainsi comme des antioxydants et interrompant la réaction en

chaine de la péroxydation lipidique (Moyo et al., 2012).
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5. Evaluation de P’activité cicatrisante in vivo

5.1. Test d’irritation cutané

Aucun signe d’inflammation (érythéme ou cedéme) n’a été observé sur le dos des
rats aprés 1’application des différents onguents. Selon ’OCDE n° 404 (OCDE, 2015),
I’indice d’irritation primaire cutanée obtenu permet de considérer les extraits

méthanoliques et les huiles essentielles des deux plantes comme non irritant.
5.2. Variations du poids des animaux

Durant toute I’expérimentation, la variation du poids corporel des rats a été notée

tout les 3 jours ce qui permet de suivre 1’effet du traitement.

Les résultats mentionnés sur les figures 38 et 39 révelent une augmentation non
significative du poids corporel des rats traités par les différentes préparations (CIC, VAS et
les différents onguents). L’évolution du poids n’a pas été affectée durant toute
I’expérimentation pour tous les lots traités, avec au contraire un gain du poids. Ceci
implique que I’application des onguents de la lavande et de menthe par voie topique n’a

pas affectée la croissance des rats.

On observe une diminution du poids chez les rats du lot non traité au 6°™ et au 15 *™
jour, elle est probablement liée a I’effet direct du traumatisme I€sionnaire et d’autres
facteurs physiopathologique du processus de cicatrisation, telle que la phase inflammatoire
et synthése du collagéne.

2407 o NT = CIC -+ VAS -+ OEML5%

2204 —+ OEML10% -=- OHEL5% -+ OHEL 10%

Poids corporel (g)
- - N
[=2] oo [=J
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Figure 38. Evolution du poids corporel des rats non traités (NT), traitées par Cicatryl
(CIC), vaseline (VAS), les onguants des extraits méthanoliques (OEML 5 et 10%) et par
les onguants des huiles essentielles (OHEL 5 et 10%) de L. stoechas. Chaque valeur
représente la moyenne + SEM (n=5).
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Figure 39. Evolution du poids corporel des rats non traités (NT), traitées par Cicatryl
(CIC), vaseline (VAS), les onguants des extraits méthanoliques (OEMM 5 et 10%) et par
les onguants des huiles essentielles (OHEM 5 et 10%) de M. pulegium. Chaque valeur
représente la moyenne + SEM (n=5).

5.3. Evolution du processus cicatriciel des plaies (évaluation macroscopique)

Au cours de la période d'expérimentation, aucune mortalité ni autre signe de
maladie (diarrhée, manque d’appétit.) n'a été observée chez les rats. Les observations
visuelles quotidiennes (Figure 40 et 41) indiquent la présence des signes d'inflammation
(rougeur et fievre) autour de la plaie chez les rats des différents groupes les premiers
jours qui suivent I’excision de la peau. Ces signes disparaissent rapidement pour les lots
traités par CIC, OEML 5% et 10% OHEL 5% et 10% et persistent quelques jours pour
le reste des groupes (NT et VAS).
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NT
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OEML 10%
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Figure 40. Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision chez le groupe non
traités (NT), traitées par Cicatryl (CIC), vaseline (VAS), les onguants des extraits
méthanoliques (OEML 5 et 10%) et par les onguants des huiles essentielles (OHEL 5 et
10%) de L. stoechas.
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Figure 41. Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision chez le groupe non traités
(NT), traitées par Cicatryl (CIC), vaseline (VAS), les onguants des extraits méthanoliques
(OEMM 5 et 10%) et par les onguants des huiles essentielles (OHEM 5 et 10%) de
M. pulegium.

Selon un intervalle de temps précis, les plaies ont été régulierement mesurées et
photographiés. L’évaluation de la surface de chaque plaie d’excision est réalisée sur les
animaux traités et non traités. L’activité cicatrisante est exprimée en fonction de

pourcentage de contraction de la plaie.

Les résultats onbtenus (Tableau 24) montrent 1’évolution de la contraction (%) des
plaies non traités et traités par VAS, CIC, L. stoechas (OEML 5% et 10%, OHEL 5% et
10%).
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Tableau 24. Evolution de la contraction (%) des plaies non traités (NT), traitées par
Cicatryl (CIC), vaseline (VAS), les onguants des extraits méthanoliques (OEML 5 et 10%)

et par les onguants des huiles essentielles (OHEL 5 et 10%) de L. stoechas.

Groupes Pourcentage des plaies (%0)*
Nombre de jours
3 6 9 12 15 18
NT 8.34+0.83 21.86+0.49 26.77+£.1.59 30.83£.3.61 35.48+£1.79 40.95+2.65
13.02+0.96 33.34+1.65 51.51+0.65 70.53+1.19 75.87+1.12 84.52+0.60
C I C ** *k*k *kk *k*k *kk kK%
+ 41.06+4.31 56.72+4.72 67.52+3.70 79.64+3.12 93.1+2.88
OEM L 5% 967_178 ** **k%k *k*k *kx *kx
+ 49.35+5.72 62.43+1.04 72.34+1.79 85.39+3.37 97.19+1.06
OEM L 10% 1602_56 **k*k **k%k *k*k *kx *kx
5 558
36.53+4.70 51.21+5.91 64.11+4.83 82.12+1.50
OHEL 5% 9.95+2.04 24.60+4.88 55 - - -
88
51.83£2.41 64.95+£2.10 76.72£2.71 90.43+4.11
OHEL 10% 16.47+4.64 36.26+3.01 o o o o
VAS 9.87+.1.08 27 45+1.84 37.48;;1.80 44.86*il.19 53.23:2.06 62.3*1i2.45
§55 558 558
®Les valeurs sont exprimés en moyenne + SEM (n=5)
*p<0.05, **p< 0.01 et ***p< 0.001 : lorsque les groupes traités sont comparés au groupe NT
$p< 0.05, *p< 0.01 et ***p< 0.001 : lorsque les groupes traités sont comparés au groupe CIC.
L’évolution du processus cicatriciel des plaies est observée a partir du 3eme jour et

s’accélére jusqu’au 18°™ jour. Les résultats ont montré que le CIC, les onguents (OEML
5% et 10% et OHEL 5% et 10%) utilisés, stimulent une augmentation trés hautement

significative (p <0.001) dose dépendante de la contraction de la plaie au 12°™

jusqu’au
18 ™ jour par rapport au lot NT. Le pourcentage de contraction est légérement
significatif (p <0.05) pour les groupes traités par VAS au 120me jour par rapport au

groupe non traité (NT).

Le pourcentage de contraction des lots traités par OEML 5%, OEML 10%, OHEL
10% ne montre aucune difference significative du 9°™ jusqu’au 18°™ jours par rapport
au lot traité par CIC. Le pourcentage de contraction, pour le lot traité par VAS est
géme

significativement différent (p <0.05) au jours et hautement significative au 12éme

jours jusqu’au 18¢me jours (p <0.001) par rapport au lot traité par CIC.

107



Résultats et discussion

Il est clairement net que 1’onguent cicatrisant préparée a base de de I’extrait
OEML 10% semble étre plus efficace que la pommade commercialisée Cicatryl bio®
(p <0.001) au 18°™ jours.

Les résultats du tableau 25 montrent 1’évolution de la contraction (%) des plaies
non traités et traité par CIC, VAS, M. pulegium (OEMM 5% et 10%, OHEM 5% et
10%).

Tableau 25. Evolution de la contraction (%) des plaies non traités (NT), traitées par
Cicatryl (CIC), vaseline (VAS), les onguants des extraits méthanoliques (OEML 5 et 10%)
et par les onguants des huiles essentielles (OHEL 5 et 10%) de M. pulegium.

Groupes Pourcentage des plaies (%) ?
Nombre de jours
3 6 9 12 15 18
NT 8.34+0.83 21.860.49 26.77+.1.59 30.83+.3.61 35.48+1.79 40.95+2.65
cIC 13.02+0.96 33.34+1.65 51.51+0.65 70.53+1.19 75.87+1.12 84.52+0.60
OEMM 5% 11.6543.11 30.1644.26 40.83+2.45 47.66+2.59 59.36+2.91 73.16+4.49
8 888 8
9.80+0.59 37.46+2.61 54.86+1.67 65.5+7.31 73.86£7.06  85.65+3.91
OEMM 10% : - 5 *kx *k*k **kx *k%k **kx
OHEM 506 15.9042.26 34.051.56 45.6f*i;1.29 57'4*0i3'33 64.4§E1.56 70'2ff'13
OHEM 10% 13.2941.40 27 704,65 37.93+1.56 48.89+2.04 58.32+2.94 69.362.83
88 88 88 88
VAS 9.87+.1.08 27 45+1.84 37.4&1.80 44.8%1.19 53.23f2.06 62.3*1i2.45
88§ 888 88§ 88§

®Les valeurs sont exprimés en moyenne + SEM (n=5)
*p<0.05, **p< 0.01 et ***p< 0.001 : lorsque les groupes traités sont comparés au groupe NT
$p< 0.05, Bp< 0.01 et %°p< 0.001 : lorsque les groupes traités sont comparés au groupe CIC.

Les résultats de notre ¢étude montrent qu’aucune modification significative du

pourcentage de contraction des plaies n’est observée durant les trois premiers jours qui

suivent I’excision. L’évolution du processus cicatriciel des plaies est observée a partir du

6éme

jour et s’accélére jusqu’au 1

jour. Les résultats indiquent clairement que

I’évolution de la contraction (%) des plaies est significativement (p <0,05) potentialisée
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dans les groupes traités par CIC, OEMM 5% et 10%, OHEM 5% sont trés hautement
significative (p <0,001), ’OHEM 10% est hautement significative (p <0,01) par rapport au
lot NT du 9°™ jusqu’au 18°™ jours. Aucune différence significative n’est constatée entre

les groupes OEMM 10%, OHEM 5% et le groupe traité par CIC.

Le lot VAS montre une différence hautement significative (p <0.01) par rapport au
lot NT. En effet, lors du processus de cicatrisation, la vaseline est capable d'inhiber
I'évaporation d’eau de la plaie. La formation d’un environnement physiologique humide
dans la plaie favorise la réparation de la peau et la régénération des tissus endommagés
(Djerrou, 2011).

5.4. Examen histologique

La coloration a I’Hématoxyline permet de visualiser 1’organisation structurale
cutanée. La figure 42 indique le résultat de 1’étude des coupes histologiques des lots traités

par CIC et VAS et le lot non traité.

L’analyse des coupes histologiques de la peau du lot NT a révélé la présence d’un
bourgeon charnu inflammatoire avec 1’apparition de nouveau capillaire, La présence des
cellules désorganisées sous forme d’amas constitue un épithélium immature, indique que la

réepithélisation est incompléte (Figure 42A).

Le rats traités avec de la VAS ont montré une infiltration cutanée inflammatoire, un
infiltrant épidermique avec un tissu de granulation mal formé et une distribution dispersée
de fibres de collagene et de fibroblastes. Malgré les résultats du diamétre et le pourcentage
de contraction du lot traité par la vaseline (62.3142.45), I’examen des coupes histologiques

indiquent une réépithélialisation incompléte. (Figure 42B).

Les coupes histologiques des rats traités avec le médicament de référence CIC, ont
montré un tissu de granulation plus élaboré. Ce dernier, est constitué de néo vaisseaux de
type capillaires d’éléments fibroblastiques ¢élaborant du collagéne et de cellules

mononuclées, indiquant que la réepithélisation est complete. (Figure 42C).
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Figure 42. Coupe histologique de la peau des rats non traité (NT), traités par vaseline
(VAS) et Cicatryl (CIC) (Coloration éosine Hématoxyline / grossissement X 20). (A : NT,
B: VAS, C:CIC).

Les rats traités par voie topique de 1’onguent de I’extrait méthanolique de
L. stoechas (OEML 5% et 10%) ont montré une meilleure réépithélisation que les plaies
témoins aprés 18 jours (82.12% et 97.19% respectivement) ou ils ont développé une
formation de tissu de granulation abondante avec une teneur en collagéne plus élevée
(Figure 43A, 43B).

Le lot traité avec ’onguent d’HE LS (OHEL 5%) a montré une persistance
d’ulcére mais pas d’infiltrat inflammatoire. Une réépithélialisation est observable
(Figure 43C). Le lot traité par ’onguent a I'huile essentielle (OHEL 10%) montre une
réépithélialisation compléte. La maturation de I'épiderme est plus importante et on note

la présence d’une couche granulaire bien différenciée (Figure 43D).

Figure 43. Coupe histologique de la peau des rats traités par les onguents des extraits
méthanoliques 5 et 10% (OEML 5 et 10%) et traités par les onguents des huiles essntielles
(OHEL 5 et 10%) de L. stoechas. (A : OEML 5%, B : OEML 10%, C: OHEL 5%, D:
OHEL 10%) (Coloration éosine Hématoxyline / grossissement X 20).
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Les coupes histologiques des rats traités avec les onguents de 1’extrait méthanolique
de M. pulegium (OEMM 5%) ont montré une régénération épithéliale incompléte se
manifestant par la persistance d'une inflammation intra-cutanée différenciée (Figure 44A).
L’étude histologique du lot traité par OEMM 10% et OHEM 5% a présenté une
néovascularistion du tissu de granulation plus marquée par rapport au lot NT avec la
formation du teneur en collagene plus élevé, indique que la réepithélisation est complete.
(Figure 44B, 44C). Les coupes histologiques des rats traités par OHEM 10% a montré une
ulcération mais pas d’infiltrat inflammatoire. Une réépithélialisation est observé (Figure
44D).

Figure 44. Coupe histologique de la peau des rats traités par les onguents des extraits
méthanoliques 5 et 10% (OEMM 5 et 10%) et traités par les onguents des huiles essntielles
(OHEM 5 et 10%) de M. pulegium (A : OEMM 5%, B : OEMM 10%, C : OHEM 5%, D :
OHEM 10%) (Coloration éosine Hématoxyline / grossissement X 20).

L’onguent a base des EX LS, EX MP, HE LS et HE MP se sont montrés efficace
que vis-a-vis du processus cicatriciel dont la contraction des plaies d’excision est
comparable a celle obtenue avec Cicatryl, médicament de référence. En effet, de
nombreux travaux ont démontré que les plantes utilisées traditionnellement comme
cicatrisant possédent des propriétés d’activation du systeme immunitaire; cette
activation serait due a la présence des polyphénols responsables de la guérison des
plaies externes (Azame et al., 2020).
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Une étude réalisée par Ansari et al. (2009) sur des brilures suggérent que les
extraits de plante sont capable de moduler la réponse inflammatoire a des degrés
variables de sévérité tels que la formation d'cedéme, la perméabilité vasculaire et la
dégranulation. Azame et al. (2020) rapportent aussi que 1’accélération du processus
cicatriciel peut étre liée au pouvoir anti-inflammatoire par la formation de complexes
neutralisant de nombreux agents irritants. La réponse inflammatoire étant fortement
stimulée par la présence de bactéries, virus ou des champignons (White et Cutting,
2008), il est probable que I’activité anti-bactérienne de L. stoechas et M. pulegium

contribue a son activité anti-inflammatoire.

Compte tenu de ce qui est décrit dans la littérature et précisément en ce qui
concerne les composés phénoliques, 1’efficacité pharmacologique de 1’onguent a base
des extraits méthanoliques de L. stoechas et M. pulegium sur le processus cicatrisant
serait probablement attribuable a la présence des polyphénols. En effet, ces composés
sont connus pour avoir des propriétés cicatrisantes liées a leur effet astringent (Djoko et
al., 2019).

Les extraits méthanoliques de L. stoechas et M. pulegium accélerent la
cicatrisation grace a leur forte activité antioxydante en détruisant les radicaux libres au
sein de la plaie. Cette haute activité antioxydante est liée aux différentes composantes
principalement les flavonoides tels que les dérivés de I'acide hydroxybenzoique, I'acide

caféique et I'acide féerulique (Mehrabani et al., 2009).

Les résultats phytochimiques effectués sur les HE de L. stoechas et M. pulegium
ont permis de mettre en évidence la présence des monoterpenes oxygénés (87.21% et
96.26% respectivement), notamment le Fenchone, Camphre et le Pulegone. Ces
substances sont douées d’activités antiradicalaire, antimicrobienne, anti inflammatoire et
cicatrisante (Tran et al., 2015 ; Cheraghali et al., 2017; Keskin et al., 2017 ; Lobstein
etal., 2018).

Des études antérieures ont démontré que les composés naturels a base de plantes
qui peuvent stimuler la migration des fibroblastes favorisent la cicatrisation des plaies
en aidant a développer un protocole thérapeutique (Girija et al., 2017 ; Benkhaled et
al., 2020).
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Conclusion et perspectives

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre de rechercher de nouvelles molécules a
intérét thérapeutique nous nous sommes intéressés a valoriser les vertus de plantes
aromatiques médicinales : L. stoechas et de M. pulegium par une caractérisation
phytochimique, I’étude de leurs toxicité et 1’évaluation de leurs propriétés antioxydantes,
antibactériennes et cicatrisante. Le choix de ses deux plantes est justifié par leurs
abondances dans les régions de Bouira et M’sila respectivement et pour leurs utilisations

en médicine traditionnelle par la population locale.

Les rendements d’extraction des polyphénols a partir des parties aériennes de
L.stoechas et M. pulegium sont 22,72+1,65 % et 13.79+0.38%, cependant, leurs
rendements en huiles essentielles sont de 1,46 + 0,06.% et 3,96 + 0,12% respectivement.

Les analyses chimiques de HE LS par GC/FID et GC/MS ont permis d’identifier
environ 93.51 % de produits volatiles totaux dont le fenchone (50.29%), le camphre
(14.02%), l’acétate de bornyle (5.60%) et I’acétate de myrtenyle (4.99%), sont les
composés majoritaires des 68 composeés identifiés. En ce qui concerne HE MP, I’analyse a
révélée 27 constituants représentant 98.06 % des produits volatiles totaux dont les
composés majeurs de sont le pulegone (81.04%), pipériténone (13.60%) et trans-p mentha-
8-en-3-one (1.35%).

L’estimation quantitative des polyphénols totaux contenus dans les extraits
méthanoliques EX LS et EX MP a montré que ces derniers sont relativement riches en
polyphénols totaux (289.67+1.06 mg EAG/g Ex et 168,52+2,85 mg EAG/g EX,
respectivement). Les résultats de cette étude ont montré également que les méme extraits
EX LS et EX MP renferment chacun une teneur intéressantes en flavonoide (50.47+1.17 et
43.86£0.41 mg EQ/g Ex), en flavones et flavonols (78.52+2.01 et 58.31+2.03 mg ER /g
EX) et en tanins totaux (42.02+0.58 et 53,02+1.39 mg EAT/g EXx), respectivement. La
caractérisation chimique des extraits méthanoliques de L. stoechas et de M. pulegium
réalisée par RP-LC-DAD-ESI-MS/MS nous a permis de démontrer leurs richesse en acides
phénoliques (6 composés parmi les 12 identifiés) pour M. pulegium et (2 composés parmi
les 9 identifiés) pour L. stoechas dont la dominance de 1’acide rosmarinique dans les deux
extraits de plantes. Le reste des composes appartiennent aux classes des flavones et des

flavanols.
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Le criblage préliminaire in vitro réalisé par les sept tests (TAC, DPPH, ABTS,
FRAP, ORAC, Chélation du Fer et B-caroténe) a montré que I’EX LS et ’EX MP ont
exhibé un potentiel antioxydant important, alors que les HE LS et HE MP se sont montré

moins efficaces.

Un test complémentaire, le test d’activité anti-hémolytique qui refléte au mieux les
mécanismes d'action des biomolécules au niveau du systeme complexe de défenses
antioxydantes a eté également envisage. Les résultats obtenus ont montré que I’EX LS et
I’EX MP se sont révélés tres actifs (ICso de 152,58+8.18 pg/mL et 21.41+0.49 pg/mL,

respectivement).

La determination de I’activité antibactérienne a été déterminée par la méthode de
diffusion de disque et la microdilution en milieu liquide. Les résultats indiquent que les HE
LS et HE MP possedent une activité antibactérienne sur toutes les souches testées et
notamment contre S. aureus (CMI = 0.78 et 0.15 mg/mL, respectivement) et B. subtilis
(CMI = 0.10 et 0.30 mg/mL, respectivement). Par ailleurs, ’'EX LS et ’EX MP ont
montré une activité faible a 1’encontre de S. aureus et B. subtilis, alors que I’E. coli et
P. aeruginosa ont manifesté une résistance importante. Ces résultats montrent la sensibilité

des bactéries Gram" par rapport aux Gram".

Afin de garantir I’innocuité des huiles essentielles et des extraits méthanoliques, nous
avons tenté une étude toxicologique aigué in vivo par voie orale au dose 2000 mg/kg pour
les PEX LS et PEX MP et HE LS et a la dose de 300 mg/kg pour HE MP. Aprés
administration orale des différents extraits, aucune mortalité, ni signes toxiques particuliers
n’ont été constatés. La DL 50 peut étre alors estimée supérieure & 2000 mg/kg pour EX LS,
EX MP et HE LS. Pour HE MP, la DL50 est supérieure a 300 mg/kg. Les extraits peuvent
étre considérés comme étant non toxiques, il en déduit, qu’ils soient considéré comme de
bon matériel pour les études pharmacologiques. Les parameétres biochimiques et

histologiques ont été également discutés.

L’étude de la toxicité subaigle des EX LS et EX MP a réveélé apres administration
orale de trois doses différentes (200, 400 et 800 mg/kg/jours) pendant 21 jours, aucun signe
de toxicité sur le comportement, 1’évolution du poids total, le poids des organes des souris
traitées (cceur, reins), ni les paramétres biochimiques, de meme pour I'histologie hépatique

a la dose 200 mg / kg, cependant son altération a été observe a 400 et a 800 mg/kg .
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Conclusion et perspectives

Afin d’appuyer les résultats de 1’activité antioxydante décelés in vitro, une approche
in vivo a donc été réalisée. L’analyse des paramétres du potentiel antioxydant a révélé une
augmentation significative du niveau de la CAT et le GSH et la diminuation du taux de
MDA dans le foie.

Pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant des extraits, on a adopté une approche
plus approfondie par I’intermédiaire de différentes stratégies de mesure afin de déceler
I’effet cicatrisant des L stoechas et de M pulegium. L’effet irritant/corrosif aigu sur la peau
nous a permis de classer les huiles essentielles et les extraits méthanoliques comme non
irritants. Le pouvoir cicatrisant des OEML 5 et 10% et de OHEL 10% s’est montré
supérieur (93.1 %, 97.19 % et 90.43 %) a celui de la creme cicatrisante commerciale
(84.52 %) (Cicatryl®). L’examen histologique a révélé une augmentation de la quantité
des fibroblastes au sein des plaies des lots traités avec OEML 5% et 10%, OHEL 10% et
OEMM 10%, I’augmentation des fibroblastes producteurs de collagéne sont en faveur

d’une cicatrisation de bonne qualité.

Le présent travail rapporte donc une contribution a la connaissance des deux espéces
et il ouvre de nombreuses perspectives.

Des études complémentaires approfondies sont envisagées pour mieux cerner les
molécules impliquées dans chacune des activités observées et les mécanismes par lesquels

ces composes agissent.
Ces investigations peuvent étre résumées comme suite:

v' Evaluation d’autres activités pharmacologiques telle que 1I’activité anticancéreuse et
I’activité anti-inflammatoire.

v Isolement, caractérisation et identification des composés actifs présents dans les
extraits de L. stoechas et M. pulegium, étude de leurs toxicités et evaluation de
leurs activités biologiques in vitro et in vivo.

v I’étude relation structure-activité permettra de corréler les résultats des tests
biologiques avec des structures bien précises responsables de I’activité, ce qui

permettra la synthese des molécules potentiellement actives.
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Résumé

L.stoechas et M.pulegium connus sous le nom de Khiizama et fliyou, respectivement, sont des plantes médicinales largement utilisées dans la médecine
traditionnelle Algérienne. La présente étude vise a étudier la composition phytochimique des huiles essentielles (HE) et des extraits méthanoliques (EMs), et &
évaluer leurs toxicité et certaines activités biologiques (antioxydant /77 Vitro et in vivo, antibactérienne et cicatrisante). L'analyse GC/FID et GC/MS a montré que
la fenchone (50.29%), le camphre (14.02%), l'acétate de bornyle (5.60%) sont les principaux composés des HE de L. stoechas, tandis que les HE de M.
pulegium sont dominées par la pulegone (81.04%) et pipériténone (13.60%). L'évaluation quantitative et l'analyse chromatographique (RP-LC-DAD-ESI-
MS/MS) des EMs en polyphénols totaux, en flavonoides, en flavones en flavonols et en tanins totaux, ont révélé, la richesse des EMs en composés phénoliques,
de plus ils étaient marqués par la présence des flavonoides, principalement des flavones et des flavanols. Des acides phénoliques ont été également identifiés,
avec la dominance de l'acide rosmarinique. L'évaluation de l'activité antioxydante a l'aide de plusieurs tests /7 vitro (TAC, DPPH, ABTS, FRAP, ORAC,
Chelation du fer et B-caroténe) a montré que les EMs des plantes étudiées avaient un pouvoir antioxydant élevé. L'effet anti-hémolytique le plus élevé a été
observé chez I'EM de M. pulegium (IC50=21.41+0.49  ng/mL). Les HE de L. stoechas et M. pulegium ont montré une bonne activité antibactérienne contre
toutes les souches testées, en particulier S.aureus (CM1=0.78-0.15 mg/mL) et Bsubtilis (CM1=0.10- 0.30 mg/mL), alors que les EMs étaient actifs seulement
contre les bactéries Gram-positives. L'évaluation de la toxicité aigué /n7 vivo a révélé une DLsg supérieure a 2000 mg/kg pour les HE de L. stoechas et les EMs de
deux plantes, alors que la DLso des HE de M. pulegium était supérieure a 300 mg/kg. L'étude de toxicité subaigué des EMs a différentes doses n'a provoqué
aucun signe de toxicité ou d'altération des parameétres biochimiques, a I'exception de certaines altérations des tissus hépatiques aux doses 400 et 800 mg/kg.
L'administration des EMs (200, 400 et 800 mg/kg) a augmenté de maniére significative les niveaux de CAT et de GSH et a diminué le niveau de MDA dans le
foie, une augmentation de la capacité antioxydante plasmatique a été observée, ce qui reflétent la capacité antioxydante /77 vivo des EMs des deux plantes. Notre
étude a porté aussi sur ’évaluation de 1’activité cicatrisante des HE et des EMs des plantes pour le traitement des plaies. Le pouvoir cicatrisant des onguents
naturels a base d'EM a 5% et 10% et des onguents a base d'HE a 5% de L. stoechas est supérieur (93.1%, 97.19% et 90.43% respectivement) de celui de la créme
cicatrisante commerciale (84.52%) (Cicatryl®). En conclusion, L. stoechas et M. pulegium ont des effets antioxydants puissants a la fois /7 vitro et in vivo, des
effets antimicrobiens et cicatrisants qui soutiennent leurs utilisation en médecine traditionnelle.

Mots clés : L. stoechas, M. pulegium, phytochimie, activité antioxydante, activité antibactérienne, toxicité aigué, toxicité subaigué et activité cicatrisante.

Abstract

L. stoechas and M. pulegium known as Khlizama and fliyou, respectively, are medicinal plants widely used in traditional Algerian medicine. The
present study aims to investigate the phytochemical composition of essential oils (HE) and methanolic extracts (EMs), and to evaluate their toxicity and certain
biological activities (antioxidant /n7 vitro and /n vivo, antibacterial and healing activity). GC/FID and GC/MS analysis showed that fenchone (50.29%), camphor
(14.02%), bornyl acetate (5.60%) are the main compounds of HE L sfoechas, while the HE of M. pulegium are dominated by pulegone (81.04%) and piperite
(13.60%). Quantitative evaluation and chromatographic analysis (RP-LC-DAD-ESI-MS / MS) of EMs contents in total polyphenols, flavonoids, flavones,
flavonols, total tannins, revealed the richness of the extract in these phenolic compounds and the presence of flavonoids, mainly flavones and flavanols. Phenolic
acids have also been identified, with the dominance of rosmarinic acid. Evaluation of the antioxidant activity using several /n vitro assays such as TAC, DPPH,
ABTS, FRAP, ORAC, Chelation of iron and -carotene/linoleic acid showed that the EMs of both plants studied had a powerful antioxidant activity. The highest
antihemolytic effect was observed for EM of M. pulegium with 1Cso = 21.41 + 0.49 pg/mL. HE of L. stoechas and M. pulegium showed a good antibacterial
effect against all tested strains, in particular S. aureus (MIC=0.78-0.15 mg/mL) and B. subtilis (MIC=0.10-0.30 mg/mL), while EMs were only active against
Gram-positive bacteria. /n vivo acute toxicity assessment revealed an LDs, greater than 2000 mg/kg for L. stoechas HE and ME of both plants, while the LDs, of
M. pulegium HE was greater than 300 mg/kg. Subacute toxicity study of EMs at different doses did not cause any sign of toxicity or alteration of biochemical
parameters, with the exception of certain alterations in hepatic tissues at 400 and 800 mg/kg doses. Administration of EMs (200, 400 and 800 mg/kg) increased
the levels of CAT and GSH and decreased the level of MDA in the liver, an increase in plasma antioxidant capacity was observed, this reflect the antioxidant
capacity /n vivo of EMs of both plants. Our study also focused on the evaluation of the healing activity of EMs and HE for the treatment of wounds. Using 5%
and 10% EM, and 5% HE from L. stoechasas natural ointments leads to a powerful healing (93.1%, 97.19% and 90.43%, respectively) greater than that of
commercial healing cream (84.52%) (Cicatryl®). In conclusion, L. stoechas and M. pulegium have potent antioxidant effects both /n vitro and in vivo,
antimicrobial and healing effects which support their use in traditional medicine.

Key words: L. stoechas, M. pulegium, Phytochemistry, Antioxidant activity, Antibacterial activity, Acute Toxicity, Subacute Toxicity and healing activity.




