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Introduction

La réaction inflammatoire est la premiere réaction de défense de 1’organisme. Sans celle-ci,
aucune survie n’est possible. En effet, elle a pour role de détecter un agent agresseur, de 1’éliminer
de I’organisme, et est également indispensable a la réparation d’un tissu endommagé. S’il est mal
régulé, ce mécanisme peut cependant devenir néfaste pour I’organisme [1] et peut engendrer des
dommages irréversibles. Une réponse insuffisante conduit a une immunodéficience pouvant
entrainée une infection secondaire ou méme un cancer. Exacerbée, au contraire, elle augmente la
morbidité et la mortalité dans des pathologies comme I’arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn ou
encore le diabete. Mal contr6lée, 1’inflammation peut s’étendre au reste de 1’organisme via la
circulation sanguine. Elle peut alors conduire a des dommages tissulaires irréversibles locaux ou
généralisés, parfois a un choc septique entrainant dans les cas les plus graves le déces [2,3].
Cependant, 1’utilisation de substances chimiques de synthese anti-inflammatoires est accompagnée

toujours d’effets secondaires indésirables, alors que I’utilisation de composés photochimique

s’avere utile et sans effets secondaires.

Les plantes médicinales sont utilisées depuis 1'antiquité, pour soulager et guérir les maladies
humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire des
milliers de composés naturels bioactifs appelés : les métabolites secondaires [4]. Ces derniers sont

par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante.

L’Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa position
biogéographique privilégiée et son étendue entre la Méditerranée et 1’Afrique subsaharienne. La
flore algérienne compte pres de 3 000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques, dont 15
% sont endémiques [5]. Parmi ces plantes, on peut citer la plante Globularia alypum, plante
sauvage appartenant a Globulariaceae famille. C'est un arbuste pérenne qui se trouve dans toute la
région méditerranéenne [6]. Ses feuilles sont traditionnellement utilisées comme agent
hypoglycémique, laxatif, cholagogue, stomacométrique, purgatoire et sudorifique [7]. Elle est
également utilisée dans le traitement des maladies cardiovasculaires et les maladies rénales...etc. Et
qui a constitué le sujet de plusieurs études qui font déterminer leurs compositions chimiques ainsi

que les propriétés biologiques [8,9].

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a étudier 1’activité anti-inflammatoire in vitro de
Globularia alypum. Pour cela, notre objectif consiste a la préparation de 1’extrait méthanolique de

. ______________________________________________________________________________________________|
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la partie aérienne de Globularia alypum et ’effet anti-inflammatoire de cet extrait in vitro par la

méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons jugé utile de structurer le manuscrit comme suite :
outre I’introduction et la conclusion générale, il est structuré en trois chapitres. Le premier chapitre
est une synthese bibliographique dans laquelle sont abordés trois parties : la phytothérapie, la plante

choisie et I’'inflammation et les anti-inflammatoires.

Le deuxieme chapitre est expérimentale dans lequel sont abordés deux parties ; la premiere
présente le matériel et les méthodes analytiques utilisées pour préparer 1’extrait brut méthanolique,
I’identification et la quantification des flavonoides contenus dans cet extrait et enfin I’évaluation in
vitro du pouvoir anti-inflammatoire de cet extrait par la méthode de la dénaturation des protéines et

la deuxieme partie expose les résultats obtenus suivis de la discussion.



Chapitre I
Synthése bibliographique



I. La phytothérapie
Définition
La phytothérapie, du grec phyton qui veut dire plante therapeia, [10] elle fait partie des
médecines paralléles ou des médecines douces. Elle s'agit d'une des premiéres manifestations de

I'effort immémorial de I'homme pour comprendre et utiliser la nature afin de traiter et prévenir les

maladies par 1’usage des plantes [11].
1.1. Définition des plantes medicinales

On qualifie de plante médicinale toute plante possédant des propriétés agissant sur
I'organisme humain ou animal de fagon bénéfique. Les plantes medicinales sont utilisées en
médecine naturelle. Généralement, seule une partie de la plante est utilisée, que ce soit le bulbe, les
racines, les feuilles, les graines, les fruits ou les fleurs. La branche de la médecine qui utilise des
plantes médicinales est appelée phytothérapie. Parmi les principes actifs les plus courants des
plantes médicinales, on peut nommer les polyphénols, les terpénes, les stéroides et les alcaloides
[12].

1.1.1 Définition médicales

Ce sont des plantes inscrit a la pharmacopée, et qui sont considéré comme des médicaments,

leur vente est exclusivement réservée aux pharmaciens, et aux herboristes [13].
1.1.2. Définition chimique

Les plantes médicinales sont des plantes possédant des molécules a I’intérieur de leur organe
(feuilles, fleures....etc.) et pouvant selon des technique chimique (extraction, distillation ...)
permettent a 1’isolation des principes éléments actifs (huiles, alcool...) pour des buts thérapeutiques
[14].

1.1.3. Définition biologique

Les plantes médicinales sont des végétaux connus pour leurs pouvoirs bienfaiteurs ; dont

I’un de ces organes comme 1’écorce, fruits ... etc. possédants des vertus curatives [15].
1.2. Les principes actifs des plantes et leurs activités biologiques

Les produits naturels des plantes peuvent étre classés en deux catégories, les métabolites
primaires et les métabolites secondaires :

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 3



1.2.1. Les métabolites primaires

Les plantes utilisent I'énergie du rayonnement solaire, le dioxyde de carbone présent dans
I'atmosphere, I'eau et les éléments inorganiques du sol qu'elles absorbent par les racines (eau,
éléments inorganiques) et par les feuilles (dioxyde de carbone). Le processus de base est la
photosynthése qui fixe le carbone contenu dans le dioxyde de carbone atmosphérique, en le
combinant aux atomes d'hydrogene contenus dans les molécules d'eau. Les premiers produits
formés par la photosynthése sont des hydrates de carbones, de faible masse moléculaire (oses). C'est
a partir de ces oses (ou sucres) que sont ensuite formés tous les métabolites primaires nécessaires a
la survie de la plante : glucides complexes (polymeéres comme la cellulose, I'amidon ou les
pectines), acides aminés (constitutifs des protéines), acides gras (constitutifs des lipides), etc.
(Figure 1) [16].

‘ Meétabolite primaire | Meétabolites secondaires ‘
TN T e / Phggphg thanol \ 7
( Lipid \ ( Prote Yo “- f \ / Mévalonate
U ipide * ) £ine ._\ Gluude ’_. pyrovate
| | J /\/\ ‘ Ewai | - ‘
Alk],'lamide Lectines | Peptidoglycanes H Polyzaccharides

/Tf\

" Lignanes || Acides phéncls || Flavonoides || Iridoides ” Saponosides || Triterpéne ‘

( Glucozides Glocosides
Phénylpropaniques phm léthanoliques

Figure 1 : Les principales familles de principes actifs utilisées en phytothérapie, certains principes

actifs sont des métabolites primaires, d’autres sont des métabolites secondaires [16].
1.2.2. Les métabolites secondaires

On désigne par « métabolite secondaire » toute substance présente chez un organisme et qui
ne participe pas directement aux processus de base de la cellule vivante. Pour ce qui concerne leurs
fonctions chez les plantes, les métabolites secondaires exercent un réle majeur dans I’adaptation des

-
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 4



végétaux a leur environnement [17]. lls sont divisés principalement en trois grandes familles : Les

polyphénols, les terpénes, les alcaloides.
1.2.2.1. Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des vegétaux [16,18].
Présents dans toutes les parties des veégétaux supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits, [19] et
constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement distribué dans le royaume des végétaux,
avec plus de 8000 structures phénoliques connus [18]. lls sont caractérisés par la présence d’au
moins d’un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un groupement hydroxyle libre,
ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside, les acides organiques...etc
[16,18].

IIs sont produits par les plantes afin d’accomplir des fonctions précises, les plus notoires
¢tant : Défense contre les moisissures et les bactéries phytopathogénes, la résistance a 1’attaque des

insectes et I’attraction des pollinisateurs [20].

Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent étre
classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones [21] en plusieurs classes :
Les flavonoides, Les acides phénoliques de types benzoiques ou cinnamiques, les tanins, les
hydrolysables ou condensées, Les stilbenes, les lignines et les subérines, (Tableau 1). Ces classes
montrent une extréme variété d’activités biologiques et thérapeutiques [22]. Tels que; des activités
anti-carcinogenes, anti-inflammatoires, antiathérogenes, anti-thrombotiques, analgésiques,
antibactériens, antiviraux, anticancéreux [23], anti-allergenes, vasodilatateurs [24] et
antioxydants[25] . Un certain nombre de molécules polyphénoliques sont également en étude
clinique comme des antiagrégants plaquettaire, ou hypotenseur [26].

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 5



Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols [21].

Nombre de Squelette Classification Exemple Structure de
carbones base
7 C6-C1 Acides phénols Acide gallique
&Y coom
8 C6-C2 Acétophénones Gallacétophénones 8
Q t”: H;
8 C6-C2 Acides Acide p- ]
phénylacétiques hydroxyphényl | s
acétique
9 C6-C3 Acides Acide Caumarique COOM
hydroxycinamiques Q_f' -
9 C6-C3 Caumarines Esculitine o
10 C6-C4 Naphthoquinones | Juglone O
13 C6-C1-C6 xanthones Mangiferine ::_l
L
14 C6-C2-C6 stilbenes Resveratrol >
15 C6-C3-C6 flavonoides Naringénine w@

1.2.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans

le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie

responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles [27] ; au-dela de la

chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines [28]. On les trouve dissous dans la vacuole des

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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cellules a I'état d'hétérosides ou comme constituants de plastes particuliers et des chromoplastes
[27]. Le terme flavonoide regroupe une trés large gamme de composés naturels polyphénoliques.
On dénombre pres de 6500 flavonoides répartis en 12 classes [29] et leur nombre ne cesse
d’accroitre. Par définition, les flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure du
diphénylpropane (C6-C3-C6) ; les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux

benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (Figure 2) [30].

5
P e &
=4 1\\.\ Y
. e Fm
< Tl
e A s
= =

Figure 2 : Squelette de base des flavonoides [31].

De [30] ont classé les flavonoides en 6 familles qui impliquent les flavonols, les flavones,
les flavanes, les isoflavones, les anthocyanines et les flavanols. Au sein de ces six familles, deux
types de structures ont été relevés, celui des flavonoides au sens strict dont la structure porte le
noyau aromatique B en position 3 sur la chaine C3 et celui des isoflavonoides dont le noyau
aromatique B est en position 2 sur la chaine C3.

De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activités antivirales [32], anti carcinogénes [33], anti-
inflammatoires [34] , hypotenseurs, diurétiques [35] et antioxydantes [36]. Les flavonoides peuvent
aussi empécher le diabete ou du moins le réduire [37]. Certains flavonoides peuvent entraver

I'athérosclérose et par conséquent réduisent le risque des maladies cardiovasculaires [38].
1.2.2.3. Les tanins

Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire. Ils sont des molécules
fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux
glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils
peuvent étre liés a la cellulose et aux nombreux éléments minéraux [39]. On distingue : les tanins

hydrolysables et condensés.

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 7



1.2.2.3.1. Tanins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre, généralement le glucose, et d’un nombre
variable d’acide phénolique qui est I’acide gallique dans le cas des tanins galliques ou I’acide

hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés dans le cas des tanins éllagiques [16].
1.2.2.3.2. Tanins condensés

Les tanins condensés, dits aussi : proanthocyanidines sont des polyméres flavanolique
constitués d'unités flavan-3-ols [40]. lls sont des molécules hydrolysables, leur structure voisine de

celle des flavonoides est caractérisée par 1’absence de sucre [41].

Plusieurs observations, chez les humains comme chez les animaux des laboratoires
suggerent que les tannins exhibent un large spectre de propriétés pharmaceutiques, thérapeutiques et

chimioprotectrices dues a leur propriété anti radicalaire [42].

En effet, les tannins protégent contre les toxicités induites par différents agents (hydrogene
peroxyde, acétaminophene, extraits contenus dans la fumés du tabac...), contre
I’hypercholestérolémie et les changements de la formule sanguine. Ils jouent aussi un réle dans la
prévention contre les deux formes de mort cellulaire connues, apoptose et nécrose, diminuant ainsi
les dommages causés dans I’ADN lors de ces deux derniéres. L’action cytoprotectrice des

proanthocyanidines est supérieure a celle des vitamines C, B et bétacarotene [43].
1.2.2.4. Les coumarines

Les coumarines ont été isolées pour la premiere fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna
odorata. lls sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-pyrone et ils
sont classés en coumarines simples, furanocoumarines et pyranocoumarines.

Aujourd’hui, prés de 1000 composés coumariniques sont isolés dans plus de 800 espéeces de
plantes et dans les microorganismes. Dans les plantes, on les rencontre chez les Apiacées, les
Astéracées, les Fabacées, les Rosacées, les Rubiacées, les Rutacées et les Solanacées [44].

La coumarine et ses dérivés ont des actions phyto biologiques [45], bactériostatiques et anti
fongiques [46]. Ils ont un effet anticedémateux [47].
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1.2.2.5. Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo», qui signifie savon, parce que ces composés
moussent une fois agités avec de I’eau. Ils se composent d’aglycones non polaires liés a un ou
plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires explique leur
comportement moussant en solution aqueuse. Comme définition, on dirait qu’une saponine est un
glycoside de stéroide ou de triterpene. Fondamentalement, on distingue les saponines stéroiques et
les saponines triterpéniques [48]. Ces molécules sont connues pour leur propriété tensio-active ou

encore leur capacité a lyser les globules rouges (hémolyse) [49].
1.2.2.6. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées a propriétés basiques ou amers [50]
ayant des structures tres diverses et dérivent de différents acides aminés ou de 1’acide mévalonique
en passant par différentes voies biosynthétiques [51]. La source principale des alcaloides était
auparavant les plantes florales mais plusieurs composés de cette famille ont été récemment extraient
des regnes animaux a savoir les insectes et les poissons. Malgré cet avancement, les alcaloides
floraux restent les plus importantes par rapport aux restes [52,53]. En général les alcaloides ne se
concentrent pas dans une seule partie de la plante. Ils se présentent avec des concentrations
différentes dans les tiges, les fleurs, les racines et les feuilles. Cette méme concentration se differe
selon la période de récolte [52,53]. Leur role dans la plante reste encore moins clair. Probablement

ils sont considérés comme une réserve d'azote en cas de son manque dans le sol [16,54].

Les alcaloides figurant parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en
médecine [55], ou ils sont utilisés contre le cancer et les troubles nerveux comme la maladie de
Parkinson. Cependant certains alcaloides possedent des propriétés toxiques comme 1’atropine qui
est un poison dangereux mortellement toxique extraite d’Atropa belladona, néanmoins il est utilisé

a faible dose dans une optique thérapeutique [56].
1.2.2.7. Les terpenoides et les stéroides

Les terpénoides sont une vaste famille de composés naturels et de caractére généralement
lipophiles, leurs grandes diversités due au nombre de base qui constituent la chaine principal de
formule (C5H8) n selon la variation de nombre n, on peut les classés en composes monoterpénes,
sesquiterpénes, diterpénes, triterpenes, ... [57]. Ces molécules présentent en forme des huiles
essentielles, des parfums, des pigments (caroténe), des hormones (acide abscissique), des stérols
(cholesteérol) [58].
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Les stéroides sont des triterpénes tétracycliques, possedent moins de 30 atomes de carbone,
synthétisés a partir d'un triterpene acyclique [58].

Chez toutes les plantes on trouve ces composés liées avec un groupement alcool qu'ils
nommes les stérols ; prenant une forme plane, glycosylée, ce sont des analogues du cholestérol qui

ne different de celui-ci que par leur chaine latérale comme : B-Sitostérol et Stigmastérol [58].
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II. Laplante médicinale étudiee

Globularia alypum

11.1. Description de la plante médicinale

Globularia alypum (G. alypum) est une plante vivace d’une hauteur allant de 30cm a 1m,
avec des tiges brun-rouge striées, des feuilles persistantes trés nombreuses, coriaces, alternées,
généralement spatulées et mucronées, et des fleurs bleues ou pourpres caractéristique des régions
méditerranéennes (Algérie, Maroc, Gréce...), surtout a I’ouest de bassin méditerranéen, ou elle pousse
dans les lieux rocailleux broussailleux secs, de préférence sur du calcaire. Fréguemment, ces buissons

poussent sur de gros rochers isolés ou sur des falaises [59]. Son nom Globularia fait référence a la

forme globuleuse de I’inflorescence.

Figure 3 : Globularia alypum (arbuste et feuilles) [60, 61,62].
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11.2. Noms vernaculaires

G. alypum appelée communément en :

Arabe : tasselgha, Ain larnab < (e |l

Francais : Globulaires turbith, Séné de Provence, Herbe terrible.
11.3. Systematique de la plante

Embranchement : Spermaphyta

Sous-Embranchement : Angiosperme

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asteridae

Ordre : Scropphulariales
Famille : Globulariaceae
Genre : Globularia
Espeéce : Alypum.L

Classification selon [63, 64].
11.4. Répartition géographique

Cette plante originaire de sud de I’Europe sur le pourtour méditerranéen jusqu’en Grece,
Afrique du nord (Algérie, Maroc jusqu’au Sahara) et Asie mineure (Egypte, Arabie) en forets, dans
les terrains rocailleux [65]. La période de la floraison se situe en hiver au début du printemps (janvier

a mars/avril).
11.5. Utilisation en médecine traditionnelle

La plante est connue pour son utilisation dans la pharmacopée traditionnelle comme
hypoglycémiant, laxatif doux, dépuratif, antidiabétique, cholagogue, antimycosique, cicatrisant,
stomachique et sudorifique. Elle est également employée dans le traitement de maladies cardio-
vasculaires et rénales [66].
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Son nom, Alypun, littéralement « qui calme la douleur », signe que cette plante a été autrefois
utilisee dans la médecine populaire. Les pharmacopées traditionnelles méridionales utilisent les
feuilles de G. alypum en infusion pour leurs supposees propriétés antidiabétiques, astringentes,

antirhumatismales, purgatives, stimulantes, antiulcéreuses et anticancéreuses [59].
11.6. Composition biochimique de la plante médicinale

L'étude de la composition chimique de la plante a été réalisée dans un but de découvrir les
principaux produits naturels responsables de ces différentes activités thérapeutiques. Plusieurs
métabolites secondaires ont été mis en évidence. Les études réalisées sur cette plante sont résumées
dans le (Tableau 2).

G. alypum contient une quantité importante de composés phénoliques (120mg/g d’extrait)
[59]. De plus des études phytochimiques sur I’extrait de G. alypum ont permis la séparation et

I’identification de composés, tels que le syringin, les phényléthanoides, quatre flavonoides et six
iridoides [66].

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 13



Tableau 2 : Etudes antérieures sur ’espéce G. alypum.

Chercheurs (année) Parties étudiées | Les produits isolés de la plante Références
Sanchez (1933) - Acide cinnamique. 67
Espagne - Acide pyrocatechuique.
Bernard, P. (1974) Feuilles - Globularine. 68
France - Acide cinnamique.

- Catalpol.

- Acide caffeique.

- Rutine.

- Acide ferulique.

- Luteoline 7-glucoside.
- Acide p-coumarique.
- Acide chlorogenique.

Chaudhuri R.K. (1979 | Plante entiére - Globularimine. 69,70
et 1981) Suisse - Globularine.

- Globularinine.

- Catalpol.

- Globularidine.

- Liriodendrine.
- Globularicisine.

- Syringine.
Benhassine B. (1982) | Plante entiére - 4" 7-dihydroxyflavone. 71,72
Tunisie - Apigenine-7-gucoside.

- Quercetol.

- Luteoline-7-glucoside.
- 8-C-glucosyl-4', 7-dihydroxyflavone.
- La bayine.

- Rutoside.

- Cyanidine.

- Peonidine.

- Acide vanillique.

- Acide syringique.

- Acide caffeique.

- Acide sinapique.

- Acide p-coumarique.

- Acide ferulique.

- Acide b-resorcylique.

Louis S. (1999) France | Feuilles Globularine. 73
N .E-S Safi (2006) La partie aérienne | - Globularine. 66
- Globularicisine.
- Globularidine.
- Golbularinine.

- Globularimine.
- Globularioside.
A. Boutiti (2008) Plante entiere - Apigenin. 74
Algerie - Luteolin.

- Acide p-coumarique.
- Acide coumarique.
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11.7. Les activités biologiques de la plante

La plante est connue pour ses utilisations dans le systéeme indigéne de la médecine pour des
fins diverses. De nombreuses études chimiques ont révélé que la plante médicinale G. alypum riche
en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, le syringin, les phényléthanoides
et iridoides. Ces composés chimiques montrent une extréme variété d’activités biologiques Tels que ;
I’activité antioxydante, antimicrobienne [75] et anti-inflammatoires [76]. Ainsi elle est utilisée
comme anti-cholinestérase ce qui suggére qu’elle pourrait utiliser dans la maladie d’ Alzheimer [76],
elle est egalement utilisée pour le traitement des maladies cardiovasculaires, rénales et peut causer
une hypoglycémie significative chez les rats par voie orale et intra péritonéale. Elle reduisant
I'nistamine et la sérotonine in vitro [66]. Cependant, différents extraits de G. alypum étaient des
sources importantes de composés avec des activités antigenotoxiques et anti-tuberculose. En outre,
G. alypum L. exerce une activité antiulcéreuse contre les dommages muqueux gastriques causés par
I'indométhacine. Récemment, des études ont montré que I'extrait aqueux de G. alypum a un effet
bénéfique sur les triglycérides plasmatiques et donne une perspective prometteuse pour le traitement
de I'nypertriglycéridémie. De plus, chez les rats nourris avec un régime a forte teneur en fructose, G.
alypum est efficace en abaissant la peroxydation lipidique et en améliorant les enzymes antioxydantes
[77].
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III. L’inflammation et les anti-inflammatoires

II1.1. Généralité

L’inflammation est un processus physiologique de défense non spécifique de 1’organisme
contre une agression qui entraine une altération tissulaire, Elle permet la mise en place d’une
défense a large spectre. En effet, les micro-organismes pathogenes rencontrés chaque jour par un
individu sain ne causent qu’occasionnellement une maladie car ils sont détectés et détruits
rapidement par des mécanismes de défense innés. La fonction premiere de la réponse inflammatoire
est d’éliminer ou d’isoler 1’agent agresseur (bactérie, virus, tissu 1€sé) du reste de I’organisme et de
permettre, le plus rapidement possible, la réparation des tissus, cette réponse dénommée
inflammation aigue, est un phénomene bénéfique pour 1’organisme qui peut ainsi retrouver son
intégrité physiologique. Parfois I’inflammation peut étre néfaste quand cette derniere se pérennise et
devient chronique [78] du fait de I’agressivité de 1’agent pathogene, de sa persistance, du siege de
I’inflammation, par anomalie de régulation du processus inflammatoire, ou par anomalie
quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans l’inflammation [79]. Dans ce cas, la
réaction inflammatoire devient défavorable et doit é&tre controlée par des traitements

médicamenteux [78].

L’inflammation se déroule dans le tissu conjonctif vascularisé. Les tissus dépourvus de
vaisseaux (cartilage, cornée) sont incapables de développer une réaction inflammatoire complete.
Les tissus épithéliaux n'ont pas de role actif dans le déroulement de la réaction inflammatoire mais
ils peuvent étre altérés par l'agression qui déclenche 1'inflammation puis étre réparés au cours de la

phase terminale de l'inflammation [79].

L’inflammation est impliquée dans de nombreuses maladies incluant non seulement des
pathologies articulaires mais aussi les maladies cardio-vasculaires ou les cancers. L’inflammation
est caractérisée par des niveaux élevés de métabolites de 1’acide arachidonique qui sont produits a
travers deux voies enzymatiques différentes, celles des cyclo-oxygénases (COX) et des
lipoxygénases (LOX). A partir de 1’acide arachidonique, les COX vont permettre la production des
prostaglandines et de thromboxanes, tandis que les lipoxygénases (LOX) vont synthétiser les
leucotrienes, les lipoxines et les acides eicosatétraénoiques. Les leucotricnes sont de puissants
médiateurs inflammatoires liés a 1'allergie qui ont un réle important dans les réactions allergiques

mais, également, dans 1’ischémie, les accidents cérébro-vasculaires ou la maladie d’ Alzheimer [80].
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II1.2. les causes de la réaction inflammatoire

Les causes de la réaction inflammatoire sont multiples et représentent les agents
pathogenes, ces causes déterminent des lésions cellulaires et tissulaires qui vont déclencher

l'inflammation :

* Infection contamination par des micro-organismes (Bactérie, virus, parasites, champignons).
» Agents physiques : Traumatisme, chaleur, froid, radiations.

» Agents chimiques : Caustiques, toxines, venins.

 Défaut de vascularisation : Réaction inflammatoire secondaire a une nécrose par ischémie.

» Agression dysimmunitaire (Anomalie de la réponse immunitaire, allergies, auto-immunité...)

[81].

Quelle que soit la nature du facteur déclenchant, les manifestations de la réponse
inflammatoire seront les mémes. C’est 1’intensité des manifestations et leur durée qui changent et

conditionnent les effets bénéfiques ou déléteres de la réaction inflammatoire [78].
I11.3. Phases de I’inflammation
La réaction inflammatoire comporte une suite coordonnée d’événements :

-La phase précoce ou phase vasculaire, caractérisée par une vasodilatation artériolaire qui

conduit a un érythéme, une chaleur locale, une hyperesthésie, et un cedéme.

-La phase secondaire ou phase cellulaire, caractérisée par la migration extra vasculaire
(diapédese) et la libération de cytokine qui sont a 1’origine de I’activation cellulaire. Il se forme

alors des tissus de granulation (granulome).

-La phase terminale ou phase de régénérescence qui correspond a la sclérose du tissu par
élimination des débris cellulaires et tissulaires par un mécanisme de phagocytose et de pinocytose

[82].
II1.4. Type d’inflammations
II1.4.1. L’inflammation aigué

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours ou

semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes vasculo-exsudatifs
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intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent

laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante [81].

L’inflammation aigué est caractérisée par quatre phénomenes typiques qui sont I’cedéme, la
douleur, la chaleur et la rougeur. Elle peut également s’accompagner d’atteintes fonctionnelles

régionales selon la gravité de 1’agression [83].

L’inflammation aigué peut étre divisée en trois grandes phases ; une phase vasculaire
immédiate (de 1’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 micro-organismes pathogenes et des tissus 1ésés, et
une phase de résolution et de cicatrisation qui en quelques jours conduira a la restauration des tissus

[78].
II1.4.1.1. La phase vasculaire

Il s’agit d’une vasoconstriction artériolaire, tres breve de quelques secondes. Elle est due a
I’action du systeme sympathique, et est tres rapidement ressentie puisque douloureuse, expliquée
par la libération d’histamine, de sérotonine et de kinine, 1’excitabilité des terminaisons nerveuses en
est la conséquence et va conforter le processus douloureux. Cette constriction n’est pas innocente
sur les plaquettes présentes dans la circulation, laquelle est perturbée. Ces plaquettes vont alors
s’activer. Tres vite a cette vasoconstriction, va faire suite une vasodilatation des vaisseaux sanguins.
Le débit local est augmenté et la perméabilité des capillaires est exacerbée, ce qui explique
I’extravasion des cellules sanguines (diapédese). Ce qui explique en partie la constitution de la
chaleur et de la rougeur. La migration des cellules s’accompagne d’un transfert de plasma qui crée

I’cedéme [84].
I11.4.1.2. Phase cellulaire (recrutement des leucocytes)

L’exsudation plasmatique permet 1’apparition de plusieurs substances dans les espaces
extravasculaires : anticorps, substances bactéricides, facteurs de coagulation, composants du
complément, kininogenes, interleukines, interférons et des dérivés de 1’acide arachidonique. Ceci
conduit a un afflux extravasculaire des leucocytes attirés par les chimio-attractants existants dans
I’exsudat et ceux libérés au niveau du site enflammé [85]. La premiere étape de cet afflux consiste
en une marginalisation des leucocytes grace a 1’expression d’adhésions (intégrines, sélectines,
membres de la superfamille des immunoglobulines) au niveau des cellules endothéliales et des
leucocytes activés [86]. Ceci permet 'interaction entre I’endothélium et les phagocytes du sang,
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principalement les polynucléaires neutrophiles (PMNs) et les monocytes, et leur passage a travers
les cellules endothéliales contractées sous 1’effet de certains médiateurs inflammatoires tel que la
bradykinine et certains dérivés de 1’acide arachidonique [85]. Guidées par le gradient de
concentration des chimio-attractants, les leucocytes parviennent au tissu 1ésé [78]. Les monocytes
achevent leur différentiation en macrophages et amorcent avec les PMNs la phagocytose des agents
extérieurs et/ou des débris cellulaires. De nombreuses protéases (collagénase, élastase) et des
radicaux libres dérivés du métabolisme de 1’oxygene et du monoxyde d’azote sont produits au cours

de la phagocytose. Les effets cytocides locaux de ces produits sont tres importants [86].
I11.4.1.3. Phase de résolution

La phase de résolution, ou de réparation, dépend du degré des 1ésions tissulaires. Les agents
agresseurs sont éliminés par les polynucléaires neutrophiles, et les produits de dégradation ainsi que
les débits cellulaires sont phagocytés par les macrophages. Les macrophages vont alors sécréter des
cytokines et des médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de régénération tissulaire.
Le retour a un état physiologique consiste dans un premier temps en la réparation de I’endothélium
par les cellules endothéliales elle-méme, ces cellules pouvant produire et remodeler les éléments de
leur stroma (collagéne de type I et III) ou de leur lame basale (collagéne de type IV et V, laminine).
Si Dlatteinte est plus sérieuse et entraine une destruction du tissu atteint, d’autres cellules vont
intervenir pour réparer le nouveau tissu, les macrophages vont participer a 1’angiogenese, mais ce
sont surtout les fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les protéines matricielles des tissus
intercellulaire. Comme le collagene, la fibronectine et la laminine pour permettre la reconstruction
des tissus, le systtme de I’angiogenese est ainsi remis au repos et la réaction inflammatoire peut

s’éteindre [78].
II1.4.2. L’inflammation chronique

Morphologiquement, l'inflammation chronique est définie par la présence de lymphocytes,
macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse inflammatoire
chronique peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou années). Elle est considérée
comme étre causé par 1’engagement persistant des réponses de 1’immunité innée et acquise, comme
dans la polyarthrite rhumatoide, rejet de l'allogreffe chronique, dans la bérylliose, et dans
I'inflammation granulomateuse. Il est prouvé que les macrophages dans ces 1ésions produisent une
série de médiateurs pro-inflammatoires qui activent les fibroblastes pour fixer le collagene et activer
les autres macrophages et lymphocytes pour libérer des médiateurs responsables des réponses

inflammatoires [87].
]
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Inflammations n'ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui évoluent en persistant
ou en s'aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années. On peut distinguer deux types de

circonstances de survenue des inflammations chroniques :

» les inflammations aigués évoluent en inflammations prolongées subaigués et chroniques
lorsque 1'agent pathogene initial persiste dans les tissus (détersion incomplete) ou lorsqu’une
inflammation aigué récidive de facon répétée dans le méme organe en entrainant a chaque
épisode des destructions tissulaires de moins en moins bien réparées.

» Les inflammations peuvent parfois se manifester d'emblée sous une forme apparemment
chronique. La phase aigu€ vasculo-exsudative est passée inapercue car breve ou
asymptomatique. C'est souvent le cas de maladies auto-immunes, ou d'affections ou les
mécanismes dysimmunitaires sont prépondérants (exemple : hépatite chronique active

secondaire a une infection par virus de I'hépatite B ou C) [81].
II1.5. Les médiateurs de I’inflammation

On appelle médiateurs de I’inflammation toute molécule pouvant agir sur les acteurs de la
réaction inflammatoire et pouvant moduler et réguler la réponse inflammatoire. Ils interviennent
ainsi a toutes les étapes de la réaction, que ce soit a I’initiation, pendant la phase aigué€ ou lors de la
terminaison. Les médiateurs ont souvent une durée de vie courte, leur activation et inactivation
permettent la régulation de la réponse inflammatoire. Les médiateurs participent a des réactions en
cascade. On peut classer les médiateurs selon leur origine. Ils peuvent étre exogenes comme les
endotoxines des bactéries essentiellement, ou endogenes d’origine cellulaire (histamine,
eicosanoides, cytokines et chémokines) ou d’origine plasmatique (produits des systeémes du

complément, de la coagulation et kinines) [88].

Les changements locaux qui surviennent au niveau du site inflammatoire sont le résultat de
la formation et/ou la libération séquentielle de médiateurs pro et anti-inflammatoires de nature
divers ; amine (histamine et sérotonine), médiateurs lipidiques (prostaglandines et leukotrienes), et

des cytokines de nature peptidique, protéique ou glycoprotéique [83]. (Tableau 3)
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Tableau 3 : Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs inflammatoires [89].

Médiateurs Origine Action
Histamine Mastocytes, basophiles, Assure la vasodilatation, augmente la perméabilité
éosinophiles et plaquettes. vasculaire, induit I’expression des molécules d’adhésion sur

I’endothélium vasculaire.

Sérotonine Mastocytes et plaquettes. Augmente la perméabilité vasculaire, dilate les capillaires et
stimule la contraction des muscles lisses.

Facteur Plaquette, neutrophiles, Assure la vasodilatation, augmente 1’adhésivité de la paroi

activateur des | monocytes et cellules vasculaire, stimule la bronchoconstriction, I’agrégation des

plaquettes endothéliales. plaquettes et la libération des médiateurs qu’elles

(PAF) renferment, induit la production des EOR et la libération
des enzymes lysosomiales par les neutrophiles, les
éosinophiles et les macrophages.

Kalicréine Présente dans le plasma. Transforme et active le systeme des Kinines.

Plasmine Présente dans le plasma. Clive le composant du complément C3 pour générer le C3a

et le C3b.

Leucotriénes :

-LTC4, LTD4,
LTE4

-Essentiellement par les
leucocytes.

-Essentiellement par les

-Augmentent la perméabilité des micro- vaisseaux.

-Augmente la perméabilité vasculaire et le flux sanguin
local, induit la libération des enzymes lysosomiales et la

leucocytes. production des EOR et attire et active les cellules
-LTB4 inflammatoires.
Prostaglandine | Essentiellement par les Provoque la vasodilatation, renforce I’action de
E2 leucocytes. I’histamine, de la bradykinine et des leucotriénes, augmente
la sensitivité des neurones et est responsable de la douleur.
Bradykinine Présente dans le plasma sous | Accroit la vasodilatation, la perméabilité vasculaire et
forme de kininogenes. stimule la contraction des muscles lisses.
Facteur de Présent dans le plasma et est | Impliqué dans la cascade de coagulation.
Hagman (XII) | activé par 1’adhésion des
plaquettes.
Thrombine Présente dans le plasma. Catalyse la transformation du fibrinogéne en fibrine et
induit la libération de la sérotonine des plaquettes.
Fibrine Présente dans le plasma, formé a | Intervient dans la formation du caillot sanguin.
partir du fibrinogene.
IL-8 Monocytes, macrophages, Active le chimiotactisme des neutrophiles, des

plaquettes et lymphocytes.

monocytes et des macrophages. Induit la libération des
enzymes lysosomiales et la production des EOR. Intervient
dans la réparation tissulaire.
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C3a Fraction C3 du complément Provoque la dégranulation des mastocytes.
inactif.
C5a Fraction C5 du complément Provoque la dégranulation des mastocytes et des
inactif. neutrophile, exerce un effet chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction du muscle lisse.

I11.6. Les pathologies inflammatoires

Les anomalies inflammatoires sont un groupe de troubles qui sous-tendent une grande
variété de maladies humaines. Le systtme immunitaire est souvent impliqué dans les troubles
inflammatoires, ont manifesté dans les deux réactions allergiques et certaines myopathies, avec de
nombreux troubles du systtme immunitaire résultant de l'inflammation anormale. Les maladies
non-immunes avec origines étiologiques dans les processus inflammatoires incluent le cancer,

I'athérosclérose et la maladie cardiaque ischémique [90].
I11.6.1. L’athérosclérose

Autrefois considérée comme une maladie de stockage de lipide fade, implique en fait une
réponse inflammatoire en cours. Les progres récents de la science fondamentale ont établi un rdle
fondamental pour l'inflammation dans la médiation de toutes les étapes de cette maladie de
l'initiation par la progression et, finalement, les complications thrombotiques de 1'athérosclérose.
Ces nouveaux résultats fournissent des liens importants entre les facteurs de risque et les
mécanismes de l'athérogenes. Des études cliniques ont montré que cette biologie émergeant de
I'inflammation dans I'athérosclérose applique directement a des patients humains. Altitude dans les
marqueurs de l'inflammation prédit les résultats des patients atteints de syndromes coronariens

aigus, indépendamment des Iésions myocardiques [90].
I11.6.2. Allergies

Une réaction allergique, officiellement connu comme hypersensibilité de type 1, est le
résultat d'une réponse immunitaire inappropriée déclenchant l'inflammation. Un exemple courant
est la fievre des foins, qui est causée par une réaction d’hypersensibilité par les mastocytes de la
peau a des allergénes. Mastocytes sensibilisés pré répondent par dégranulation, libérant des produits
chimiques vasoactives telles que l'histamine. Ces produits chimiques se propagent une réponse

inflammatoire excessive caractérisée par une dilatation.

Des vaisseaux sanguins, la production de molécules pro-inflammatoires, la libération de
cytokines, et le recrutement de leucocytes [91], réponse inflammatoire sévere peut mirir dans une

réponse systémique connue comme l'anaphylaxie.
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I11.6.3. Myopathies

Myopathies inflammatoires sont causés par le systeme immunitaire inappropriée attaquer les
composants de muscle, ce qui conduit a des signes d'inflammation musculaire. Ils peuvent se
produire en association avec d'autres troubles immunitaires, comme la sclérose systémique, et

inclure la dermatomyosite, la polymyosite, la myosite et de corps d'inclusion [91].
I11.6.4. Cancer

Inflammation orchestre le microenvironnement autour des tumeurs, contribué a la
prolifération, la survie et la migration [92]. Les cellules cancéreuses utilisent sélectines, des

chimiokines et de leurs récepteurs pour l'invasion, la migration et les métastases [93].

D'autre part, de nombreuses cellules du syst¢eme immunitaire contribuent a I'immunologie
du cancer, en supprimant le cancer [94] intersection moléculaire entre les récepteurs d’hormones
stéroides, qui ont des effets importants sur le développement cellulaire, et les facteurs de
transcription qui jouent des rdles clés dans l'inflammation, tels que NF-kB, peut médier certains des

effets les plus critiques de stimuli inflammatoires sur les cellules cancéreuses [95].

Cette capacité d'un médiateur de I'inflammation pour influencer les effets des hormones
Stéroides dans les cellules, est tres susceptible d'affecter la carcinogenese d'un co6té. D’autre part, en
raison de la nature modulaire de plusieurs récepteurs d'hormones stéroides, cette interaction peut
offrir des moyens pour interférer avec la progression du cancer, en ciblant un domaine de protéine

spécifique dans un type cellulaire spécifique [95].
I11.7. Les anti-inflammatoires

Ce sont des médicaments qui limitent I’amplitude et la durée des réactions inflammatoires,

ils atténuent les signes de 1’inflammation [96].
I11.7.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les plus
utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et

antalgiques. Actuellement, il y a plus de 50 différents AINS sont sur le marché mondial.
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Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, il repose en
grande partie sur 1’inhibition compétitive, réversible ou non, de la COX, enzyme qui permet la
production de prostaglandine a partir de 1’acide arachidonique. Cette caractéristique commune a
tous les AINS conduit a une diminution de la production des prostaglandines (notamment la PGE2
et la PGI2), importants médiateurs de I’inflammation (Figure 3). Méme si d’autres modes d’action
existent, cette activité explique largement les propriétés pharmacologiques et thérapeutiques des
AINS, mais aussi une partie de leurs effets secondaires en raison du rdle ubiquitaire et des fonctions
physiologiques des prostaglandines [97]. Ainsi, la production exagérée de prostaglandines en
situation pathologique participe a 1’inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité
capillaire) et a la douleur (sensibilisation des nocicepteurs) alors que sa production basale permet
I’homéostasie tissulaire (production de mucus, de bicarbonates et maintien du flux sanguin sous
muqueux gastrique, maintien de I’hémodynamique rénale en cas d’hypoperfusion en particulier).
L’inhibition de la synthese des prostaglandines par les AINS semblait donc, jusqu’a récemment,

devoir obligatoirement s’accompagner d’effets favorables et déléteres [98].

Phospholipides membranaires
Hydroperoxydes (_ Acide arachidonique =
u Réactions catalysées
par les cyclooxygénases
Leucotriénes PGG2 ﬁ

Prostaglandines 2 : Tl S
Prostacycline PGI2 wromboxane A2

PGD2, PGEI, PGFla

Figure 4 : mécanisme d’action des AINS [97].
II1.7.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides sont des substances

dérivées du cholestérol, dont la production est stimulée par hormone corticotrope hypophysaire ou
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adrénocorticotrophine (I’ACTH) libérée selon un cycle nycthéméral par le lobe antérieur de

I’hypophyse.

Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs des glucocorticoides
(GR) du cytoplasme de la cellule. Apres quoi, le complexe récepteur-ligand formé pénetre dans le
noyau cellulaire ou il se fixe a de nombreux éléments de réponse aux glucocorticoides dans la
région du promoteur des genes-cibles. Le récepteur, ainsi fixé a la molécule d'ADN interagit avec
les facteurs de transcription basiques, provoquant une augmentation de l'expression génique de
genes-cibles spécifiques. Ce processus est appelé transactivation et conditionne la plupart des effets

secondaires métaboliques et cardiovasculaires des glucocorticoides.

Le mécanisme opposé est appelé transrépression. Le récepteur hormonal activé interagit
avec des facteurs de transcription spécifiques et prévient la transcription des genes-cibles. Les
glucocorticoides sont capables d'empécher la transcription de tous les géenes immuns, incluant celui

codant IL-2 [99].

Les glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre la transactivation et la
transrépression, et influencent a la fois les genes immuns "voulus" et ceux "non voulus" régulant les
fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement, les efforts de recherche visent a
découvrir des glucocorticoides agissant sélectivement qui seraient capables de ne réprimer que le

systéme immunitaire.
I11.7.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le regne végétal est tres vaste, et leur
spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des propriétés
anti inflammatoires. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la COX et la LOX ainsi
que par d'autres mécanismes. Quelques exemples de plantes douées d’activités anti-inflammatoires

sont cités dans le (Tableau 4).
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Tableau 4 : Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires [99].

Nom scientifique Famille Partie utilisée | Nom commun | Utilisation

Zingiber officinale. | Zingiberaceae. | Rhizome Gingembre arthrose, migraine,
douleurs rhumatismales.

Helleborus Ranunculaceae. | Racines Lenten-rose (Edémes, douleurs

orientalis. rhumatismales.

Urtica dioica. Urticaceae. Feuilles, Ortie Rhinite allergique,

Racines eczéma goutte, douleurs
rhumatismales.

Laurocerasus Rosaceae. Feuilles Laurier Fievre, pharyngite,

officinalis R. douleurs d’estomac,
hémorroides.

Curcuma long A. Zingiberaceae. Rhizome Curcuma Douleurs rhumatismales,
lupus  systémique,
psoriasis, infections
rénales.

Nerium oleander L. | Apocynaceae. Fleure Laurier rose Douleurs, maux de téte.

Harpagophytum Pédaliacées. Tubercule Griffe du diable | Arthrose, lombalgie,

procumbents. névralgie, maux de téte,
fievre.

Rhododendron Ericaceae. Feuilles Rhododendron | (Edémes, états grippaux,

ponticum L. pontique mal de dents.

Juglans regia L. Juglandaceae. Feuilles, fruits | Noyer commun | Douleurs rhumatismales,
fievre, eczéma, Malaria.

Oenothera biennis. Onagraceae. Graines Onagre Douleurs rhumatismales.

bisannuelle
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Matériel et Méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet 1’étude de D’activité anti-inflammatoire d’extrait
méthanolique d’une plante médicinale Globularia alypum. La partie expérimentale est réalisée au

laboratoire de biochimie, Université Abbés Laghrour - Khenchela-.
I. Matériel
I.1.Matériel végétal

L’espece sélectionnée «G. alypum» a été récoltée dans la région de El Milia -wilaya de Jijel-
(Figure 5) en mars 2017 et identifiée par Pr. N.Khallafalah (Laboratoire de génétique, biochimie

des plantes et biotechnologies, Faculté des sciences, Université Mentouri - Constantine, Algérie).

% CHMar- M editerranés

Figure S : la carte géographique du Jijel [100]
I.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilis€s dans nos expériences, parmi ces
produits : trichlorure de fer (FeCls), acide sulfurique (H>SOy), acide chlorhydrique (HCI), acide
acétique (CH3;COOH), hydroxyde de sodium (NaOH), ammoniaque (NH4OH), iodure de potassium
(KI), di-iode (I,), chlorure de sodium (NaCl), Chlorure de potassium (KCI), Hydrogénophosphate
de sodium (Na,HPO,), dihydrogénophosphate de potassium (KH,POy), trichlorure d’aluminium
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(AICls), méthanol (CH3OH), Bovin Sérum Albumine (BSA), quercétine (C;sH;0O7), N-butanol
(C4H,00).

Parmi D’appareillage utilisé : Rotavapeur (HAHNVAPOR), spectrophotometre UV-Vis a
double faisceau JENWAY 6305 UV/VIS), Chambre d’observation UV « 264/365 nm » (VILBER
COURMAYT), Bain Marie (MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec ventilation
(MEMMERT), Agitateur magnétique (SCILOGEX), vortex (VELP), Ph metres (Hanna) et Balance
(OHAUS).

II. Méthodes
I1.1. Préparation de I’extrait méthanolique

Les parties aériennes (feuilles, fleures et tiges) de la plante a été bien nettoyée et séchée a
température ambiante et a ’abri de I’humidité et de la lumiere du soleil pendant 15 jours. Enfin, la
plante seche a été broyée a 1’aide d’un broyeur électrique pour obtenir une poudre fine pour qu’elle
soit préte a ’utilisation. La méthode de Markham [101] était suivie pour la préparation d’extrait
méthanolique (Figure 6), 1779 g de poudre végétale est introduit dans un bécher qui contient le
mélange hydroalcooliques ; méthanol /H,O (7:3) pendant 48 h (macération alcoolique). Cette
technique est effectuée 3 fois, suivie chaque fois d’une filtration. Le méthanol est ensuite éliminé du
filtrat par évaporation sous pression réduite a 47 °C dans un Rotavapeur (HAHNVAPOR) pour

obtenir I’extrait brut méthanolique (Figure 7).

la oud( 7 \m

| L

*La quantité de la poudre
végétale

Figure 6 : Préparation de la poudre végétale.
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' Macération hydroalcooliques ;
méthanol /H20 (7:3) pendant
48 h (3 fois)

vaporation sous |
pression réduite a
47 *C dans un
‘Rotavapeur

Filtration

Figure 7 : Les différentes étapes de 1’extraction ’EMGA.

I1.2. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés existantes
dans la partie étudiée de la plante par des réactions de caractérisation qualitatives. Ces réactions
sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a

chaque famille de composés.
I1.2.1. Mise en évidence des tanins

2 a 3 gouttes de la solution de FeCls a 2%, sont ajoutées a 2 ml de la solution méthanolique
de I’extrait. La solution obtenue est reposée pendant quelques minutes. Le test est considéré positif

s’il y a I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité [102].
I1.2.2. Mise en évidence des saponosides

» Test 1:5 ml de la solution méthanolique de 1’extrait brut sont mélangés avec 10 ml d’eau
distillée pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la

présence des saponosides [102].
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» Test 2 : 5 ml de la solution méthanolique de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de
chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche

d’interface indique la présence des triterpenes hétérosidiques [103].
I1.2.3. Mise en évidence des flavonoides

Une quantité de quelques milligrammes de ’extrait brut est solubilisée dans 5 ml de CH3OH,
La solution obtenue est traitée avec quelques gouttes d’AICl; (1%). La présence des flavonoides est

confirmée par 1’apparition d’une couleur jaune [103].
I1.2.4. Mise en évidence des composés réducteurs

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide acétique contenant des traces
de FeCl; et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de FeCl; sont ajoutés a 1 ml de la solution
méthanolique de I’extrait. La présence des composés réducteurs est confirmé par la formation de
deux phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxieme en bleu-vert (acide

sulfurique) [103].
I1.2.5. Mise en évidence des coumarines

Une quantité de quelques milligrammes de D’extrait brut est solubilisée dans 2 ml d’eau

chaude. La solution obtenue est divisée en deux parties égales dont :
- La premiere représente un témoin ;
- La deuxieme est traitée avec 0.5 ml de NH40OH a 10%.

L’examen est réalisé sous la lumiere ultraviolette et I’apparition d’une fluorescence intense

révele la présence de coumarines [104].
I1.2.6. Mise en évidence des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou ’absence des alcaloides sels. 5 ml d’HCI (2N) sont
ajoutés a I’extrait et chauffer dans un bain marie. Apres la filtration, le filtrat est traité avec le réactif
de Wagner (2g de Kl et 1,27g d’I, solubilisé dans 100 ml d’eau distillée). La présence de turbidité

ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels [105].
I1.2.7. Mise en évidence des anthraquinones

A 10 ml de la solution méthanolique de ’extrait, on ajoute 5 ml de NH4OH 2 10% et on agite.

L’apparition de couleur violette indique un test positif [106].
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I1.2.8. Mise en évidence des quinones libres

Sur un volume de la solution méthanolique de I’extrait, quelques gouttes de NaOH a 1% sont
ajoutées. L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libres [106].
I1.2.9. Mise en évidence des sucres réducteurs

On ajoute 1 ml de liqueur de Fehling a 5 ml de la solution méthanolique de 1’extrait a tester.

Un test positif est indiqué par 1’apparition d’un précipité rouge brique [106].
I1.2.10. Mise en évidence des amines

On applique sur papier filtre une goutte de la solution méthanolique de l’extrait. Apres
séchage a 80°C dans 1’étuve, le papier est pulvérisé avec quelque goutte d’une solution de la
ninhydrine. Ensuite le papier est séché une 2&éme fois dans I’étuve a 110°C pendant Smin, la

présence des amines est observée sous forme d’une tache violette [106].
I1.2.11. Mise en évidence des terpénoides

A 5 ml de la solution méthanolique de 1’extrait, on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml de
H,SO, concentrée. La présence des terpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une

couleur marron en interphase [103].
I1.2.12. Mise en évidence des composés phénoliques

100 mg de D’extrait sont mélangés avec 3 ml d’éthanol et 5 gouttes de FeCl3. Le
développement de la coloration bleue verdatre confirme la présence des composés phénoliques

[103].
I1.3. Spectres d’absorption UV-vis des flavonoides dans le méthanol de PTEMGA

Les spectres UV-vis des flavonoides et des glycosides apparentés montrent deux pics
d'absorption appelés bande I (300-380 nm) et bande II (240-280 nm). La bande I est associée a la
présence d'un systeme (cinnamoyl) de flavonoides B-ring. L'absorption de la bande II est due aux

flavonoides du systeme (benzoyle) de flavonoides A-ring [107].
I1.4. Dosage des flavonoides

Les flavonoides d’extrait méthanolique a été quantifié par la méthode du trichlorure

d’aluminium [108]; 1 ml d’extrait (préparé dans le méthanol pour avoir des concentrations
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convenables) a été ajouté a 1 ml de la solution d’AlCls (2 %, dans le méthanol). Apres 10 minutes
d’incubation, I’absorbance a été lue a 430 nm. La concentration des flavonoides dans 1’extrait a été
calculée a partir d’une courbe d’étalonnage y = ax + b établie avec la quercétine a différentes
concentrations (0-40 pg / ml, chacune a été préparée dans le méthanol) pratiquée dans les mémes
conditions opératoires que l’extrait servira a la quantification des flavonoides. La teneur en
flavonoides a été exprimé en milligrammes équivalents de quercétine par grammes du poids

d’extrait (mg EQ/ g E).
I1.5. Chromatographie sur papier

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon leur
force de migration dans la phase mobile qui est en générale un mélange de solvant, adapté au type
de séparation rechercher, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut gel de silice ou
polyamide. Les techniques chromatographiques ne sont pas suffisantes pour identifier un produit
mais elles apportent des renseignements (Rapport frontal -Rf- et coloration) susceptibles d’orienter

vers une hypothese de structures.
I1.5.1. Protocole de CCM avec papier Whatman N° 1

L’analyse par chromatographie a été effectuée sur papier Whatman N° 1 sur 1’extrait
butanolique (voire annexe) de la plante. La solution butanolique de 1’extrait est déposée a 1’aide
d’une micropipette (2 ul) a des points reperes a 1.5 cm du bord inférieur du papier. Ensuite, le
papier est placé dans les cuves de développement dans lesquelles se trouve un systeme de solvants
approprié appelé phase mobile, a environ 0,5 cm de hauteur. La migration est effectuée par

’utilisation d’éluant suivants : Butanol/Acide acétique/H20 (4/1/5).

Apres développement dans une cuve en verre et séchage, le papier a été observé sous lampe

UV a 254 et 365 nm. Les couleurs des spots ont été enregistrées ainsi de méme pour les Rfs [109].
I1.5.2. Calcul du Rapport frontal

Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention qui est égal a la distance parcourue par le
constituant/ la distance parcourue par le solvant. Ce facteur permet de mentionner une information

préliminaire sur la structure des substances flavoniques.
I1.6. Activité anti-inflammatoire in VITRO

L’étude de ’activité anti-inflammatoire in vitro de 1’extrait méthanolique de G. alypum a été

effectuée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines [110].
]
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L’activité a été effectuée avec trois concentrations de 1’extrait (50pg/ml, 100ug/ml et 250

pg/ml). La méthode consiste a préparé quatre solution.

» La solution d’essai (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum bovine

albumine (BSA) 0.5 % et 0,05 ml de la solution de I’extrait méthanolique.

» La solution control test (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 0.5 %
et 0,05 ml d’eau distillée.

» La solution controle produit (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distillée et 0,05 ml de

P’extrait méthanolique.

» La solution standard test (0,5 ml) compose de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 0.5

% et 0,05 ml de la solution de standard Diclofénac sodium.
Toutes les solutions ci-dessus ont été ajustées a pH= 6,3 par une solution HCL (1N),

Les échantillons ont été incubés a37 ° C pendant 20 min, ensuite la température était augmentée
pour garder les échantillons a 57 °C pendant 3 min, apres refroidissement des tubes, 2,5 ml de la
solution phosphate tampon saline (pH 6,3) a été ajouté aux solutions ci-dessus, 1’absorbance a été
lue par le spectrophotometre UV —vis a 255 nm, et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des

protéines a été calculée comme suit :

ABS de la solution Test-ABS de la solution contrdle produit

Pourcentage d’inhibition = 100- *100
ABS de la solution control test

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec le

Diclofenac sodium (50pg/ml, 100pug/ml et 250 pg/ml).
I1.7.L’analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triple, Les résultats statistiques ont été exprimés en

moyenne * erreur standard de la moyenne (n = 3).

PARTIE PRATIQUE 33



Chapitre ITT

Résultats et discussion



Résultats et Discussion

Le présent travail porte sur I’étude phytochimique et I’activité anti-inflammatoire d’extrait

méthanolique de la partie aérienne de la plante médicinale « Globularia alypum ».
I Le rendement de I’extrait

L’extrait méthanolique (EMGA) a été préparé a partir de poudre de la partie aérienne de G.

alypum.

Le calcule de rendement de ’EMGA par rapport au poids sec de la poudre végétale de la

partie aérienne de G. alypum est représenté dans le (Tableau S).

Tableau 5 : Le rendement d’extrait méthanolique de G. alypum.

La plante Le poids du matériel | Le poids d’extrait en | Le rendement en
végétal en (g) (g (%)
Globularia alypum 1779 365.87 20.56

L’opération de I’extraction du matériel végétale de G. alypum a I’aide du méthanol a permis
d’obtenir un résidu sec d’extrait brute méthanolique de 365.87 g avec un rendement de 20.56 %

(Tableau 5).

La macération est une méthode discontinue, le solvant devrait étre remplacé jusqu’a ce que
la maticre végétale soit épuisée [111]. Il est difficile de comparer les résultats obtenus dans cette
étude avec ceux de la bibliographie de maniere générale. En effet, le rendement n’est pas relatif ; il
dépend de la méthode d’extraction (a chaud ou a froid), les conditions de séchage (lieu de séchage,
la température et la durée de séchage), le stade de croissance et la nature du solvant utilisé dans

I’extraction ou fractionnement et de sa polarité [112,113].
II. Tests de mise en évidence de certains composés phytochimiques

Les tests phytochimiques réalisés sur EMGA révelent la présence de plusieurs familles de

composés dont les résultats sont présentés dans le (Tableau 6).
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Tableau 6 : Analyse phytochimique préliminaire de I’extrait méthanolique de G. alypum (EMGA).

composés EMGA
Tanins +

Apparition d’une coloration bleue noire et un précipité apres 3min.
Saponosides -

L’absence de la formation d’une mousse persistante apres15 min.
Flavonoides +

Apparition d’une couleur jaune.

Composés réducteurs +

Apparition de deux phases, une colorée en brun rouge et la deuxieme en bleu-

vert.
Coumarines -

L’absence d’une fluorescence intense sous la lumiere UV.
Alcaloides sels +
Résultat positif avec le réactif de Wagner (présence de turbidité).
Polyphénols +
L’apparition d’une couleur bleue verte.
Les quinones libres +
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violette.
Les anthraquinones -
L’absence d’une couleur violette.
Les sucres réducteurs +
La présence d’un précipité rouge brique.

Les terpénes -

L’absence de I’apparition de deux phases et une couleur marron en interface.
Les amines +

La présence des amines et observée sous forme des taches violettes.

Les résultats sont interprétés comme suit : (+) Réaction positive, (+) Trace, (-) Réactions

négatives.

L’étude phytochimique de ’EMGA a montré que cette plante contient : des flavonoides, des

tanins, des composés réducteurs, des alcaloides sels, des quinones libres, des sucres réducteurs, des
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polyphénols, et des traces des amines. Ce qui confirme les travaux de [59] qui ont été révélé la
présence d’une quantité importante de composés phénoliques. De plus des études phytochimiques
sur I’extrait de G. alypum ont permis la séparation et 1’identification de composés, tels que le

syringin, les phényléthanoides, quatre flavonoides et six iridoides [66].

La richesse de I’extrait en composés chimiques actifs pourrait expliquer son utilisation
traditionnelle comme un hypoglycémiant, laxatif doux, dépuratif, antidiabétique, cholagogue,
antimycosique, cicatrisant, stomachique et sudorifique pour soigner de nombreuses maladies. Elle

est également employée dans le traitement de maladies cardio-vasculaires et les maladies rénales

[66].
III.  Spectres d’absorption UV-vis des flavonoides dans le méthanol de 'EMGA

Le spectre d'absorbance UV-vis de ’TEMGA (Figure 7) présente deux pics d'absorption a 371 nm et
260 nm qui correspondant a la bande I (Cinnamoyl) et la bande II (Benzoyle) respectivement ce qui

caractérise la présence des flavonoides.

LAl —

Absorbance
—
o>

e T
28.0m  ( 5/div) 436.0m

Longueur d’onde en nm

Figure 8 : Le spectre d'absorbance UV-vis d'EMGA.

IV.  Dosages des flavonoides

L’étude quantitative de ’EMGA au moyen des dosages spectrophotométriques, selon la

méthode de trichlorure d’aluminium [108] avaient pour objectif la détermination de teneur des
|
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flavonoides totaux. Une courbe d’étalonnage (Figure 8) a été tracée pour cet objectif, établie avec
la quercétine a différentes concentration. Des mesures de densité ont été réalisées a 430 nm. Les
quantités des flavonoides correspondantes ont été rapportées en équivalent milligramme de

quercétine par gramme d’extrait et déterminés par 1’équation de type :

y = 0.016x + 0.238

0,9

0.8 pa

0,7
0.6 . y=0,016x + 0,238

R?2=0,959
0,5 /
0,4

0,3 ;./ O
0,2
0,1

0 . . .
0 20 40 60

Absorbance 2430 nm

concentration de quercetine pg/ml

Figure 9 : La courbe d’étalonnage de la quercétine.

La teneur en flavonoides d’extrait méthanolique de G. alypum exprimés en mg équivalent

quercetine par g extrait est de 41,10 = 5,81 mg EQ/gE.
V. Chromatographie sur papier Whatman N°1

Le développement de la méthode pour la CCM commence non seulement par le choix de la
phase mobile de séparation mais aussi le choix de la phase stationnaire, la technique de
développement choisie, dimension de la chambre de développement et de 1’espace vapeur ont un
effet prononcé sur la séparation [111]. La CCM nous a permis d’avoir les empreintes flavoniques
dans D’extrait brute des flavonoides totaux de la plante G. alypum (extrait butanolique) (voir
annexe), I’identification des composés €tait basée sur la comparaison des Rfs et couleurs observés

sous lampe UV des taches apparues sur papier.

Les résultats sont présentés dans le (Tableau 7) et la (Figure 10).
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Tableau 7 : Résultat de la chromatographie sur papier de I’extrait butanolique de G. alypum,

Systeme solvant : Butanol /acide acétique/eau distillée (4/1/5) Adsorbant : papier Whatman.

Couleur sous UV . ) Référence
365 (nm) Rf (cm) Type flavonoide possible
Marron Foncé (My) 0,19 Flavonol ou flavone glycosylés [114,115]
Bleu (b) 0.41 Acide phénolique et coumarine [116]
Jaune (j) 0.48 Flavonols [117,101]
Bleu clair (b,.) 0.72 flavones [101]
Violet (V) 0.86 Flavones, ﬂav,anones ,et Flavonols [101]
méthoxylé
— M

Y

Figure 10 : Photo de chromatogramme résultant de 1’analyse d’extrait butanolique de G. alypum
par chromatographie sur papier par le systeme solvant : Butanol /acide acétique/ eau distillée (4/1/5)

(révélation a I’UV), A=365nm.

PARTIE PRATIQUE 38



Le (Tableau 7) comporte les Rfs des différents spots apparus avec le systeme solvants

utilisés, ainsi que la couleur révélée sous une lampe UV.

Cinque spots ont été ségrégués des dépdts de 1’extrait butanolique par le systeme de solvant
utilisé (BAW) appartenant aux différentes classes flavoniques, mais une grande partie appartiennent

probablement surtout aux classes des flavonol et flavone.

VI. Pactivité anti-inflammatoire in vifro par la méthode d’inhibition de la dénaturation des

protéines

Le (Tableau 8) ci-dessous montre les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro de
I’extrait méthanolique de G. alypum qui consiste a évaluer les pourcentages d’inhibition de la

dénaturation de BSA.

Tableau 8 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA par PEMGA et le médicament

Diclofénac sodium.

Extrait méthanolique de G. Concentration | % D'inhibition % Dénaturation
alypum (EMGA (ng/ml)
Médicament
(EMGA) 50 83,74+9,92 16,26
(EMGA) 100 75,51£1,71 24,49
(EMGA) 250 59,81£7,91 40,19
Diclofénac sodium 50 99,39+2,08 0,61
Diclofénac sodium 100 96,25+4.73 3,75
Diclofénac sodium 250 83,46%1,96 16,54

Le test de I’activité anti-inflammatoire par la méthode d’inhibition de la dénaturation de la
protéine Bovine Sérum Albumine (BSA) a différentes concentrations a été réalisé en triple, dont les

absorbance sont mesurés a 255 nm.

D’apres les résultats de (Tableau 8). L’EMGA inhibe la dénaturation de BSA avec des
pourcentages d’inhibition de 83.74+£9.92, 75.51+1.71 et 59.81+ 7.91 respectivement pour les
concentrations (50, 100 et 250 pg/ml).

Les résultats obtenus pour cet extrait sont comparables a ceux obtenus pour le Diclofénac
sodium, un médicament anti-inflammatoire utilisé comme standard qui exercé des pourcentages

-
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d’inhibition de 99.39+2.08, 96.25 +4.73 et 83.46+1.96 respectivement pour les concentrations (50,
100 et 250 pg /ml) (Tableau 8).

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation [111,118]. La
production d’auto-antigeénes dans les maladies anti-inflammatoire peut étre due a la dénaturation des
protéines in vitro. Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a 1’altération des liaisons
électrostatiques, hydrogenes, hydrophobes et disulfure qui maintien la structure tridimensionnelle

des protéines [111,119].

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme phenylbutazone et
I’indomethazine inhibent pas seulement la syntheése des prostaglandines pro-inflammatoires mais

inhibent aussi la dénaturation des protéines [120].

D’ apres les résultats on constate que ’EMGA est capable de contr6lé la production d’auto-

antigene par I’inhibition de la dénaturation des protéines.

L’activité inhibitrice de la dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la présence de
différents composés bioactifs tels que les flavonoides et les tannins dans I’extrait trouvés lors des
criblages phytochimiques. De nombreuses études ont évalué ’effet inhibiteur de différents extraits
de plantes sur I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des protéines

[120,121, 122 ,123].

D’autres travaux ont prouvés 1’activité anti-inflammatoire in vitro de 1’extrait méthanolique
des feuilles de G. alypum par la méthode de quantification de nitrite [76]. Cette étude Indique que
l'extrait de G. alypum présente des propriétés anti-inflammatoires via I'inhibition de nombreux
médiateurs pro-inflammatoires. Ces données suggerent que l'extrait de G. alypum pourrait Etre

utilisé comme un traitement des maladies inflammatoires.
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Conclusion et perspectives

Malgré le développement de l'industrie des médicaments d'origine chimique, il reste encore
des populations qui préferent l'utilisation des plantes médicinales pour soigner les diverses
maladies. Ce qui nous amenons a la conservation de la biodiversité végétale locale. Dans le présent
travail, on s’est intéressé aux effets anti inflammatoires de I’extrait brut méthanolique de la partie

aérienne de la plante médicinale Globularia alypum.

Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de la plante en métabolites
secondaires, o nous avons constaté la présence des flavonoides, des tanins, des composés
réducteurs, des alcaloides sels, des quinones libres, des sucres réducteurs, des polyphénols, et des

traces des amines, ces métabolites secondaires ont de grandes valeurs thérapeutiques.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique de Globularia alypum
in vitro par le test d’inhibition de la dénaturation des protéines permet de conclure que 1’extrait

étudié inhibe la dénaturation de Bovin Sérum Albumine.

Les résultats de la présente étude suggerent que Globularia alypum possede des composés
ayant des propriétés anti-inflammatoires qui peuvent étre utilisée comme des agents anti-
inflammatoires dans le développent d’un nouveau médicament pour le traitement de maladies

inflammatoires.

Ceci montre que la flore Algérienne peut constituer une réserve importante d’especes
végétales intéressantes, dont les métabolites secondaires peuvent €tre employés dans plusieurs

domaines tels que les industries pharmaceutiques et agroalimentaires.

Cette étude reste préliminaire et plus superficielle, donc, elle nécessite d’autres études
approfondies pour mieux se concentrer sur 1’effet révélé. Dans ce contexte, et comme perspective
on propose de déterminer les métabolites du Globularia alypum qui peuvent étre responsables de

tel effet et le mécanisme absolu par lequel ces métabolites accomplissent leurs roles.
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Etude de I’activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait méthanolique d’une plante

médicinale « Globularia alypum »

Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité anti-inflammatoire de 1’extrait méthanolique
(EM) de la partie aérienne de la plante médicinale Globularia alypum par la méthode de la

dénaturation des protéines.

L’extrait a été obtenu par macération en utilisant un mélange hydroalcholique (7:3). Le
rendement de I’extraction est de 20.56%. Le screening phytochimique sur 1’extrait a montré que
cette plante contient : des flavonoides, des tanins, des composés réducteurs, des alcaloides sels, des

quinones libres, des sucres réducteurs, des polyphénols et des traces des amines.

L’étude quantitative a révélé la richesse de cette plante en flavonoides avec un teneur de

(41,10 + 5,81 mg/g extrait).

L’étude qualitative par chromatographie sur papier Whatman n°1 de 1’extrait de la plante a
montré une diversité remarquable des composés flavoniques susceptibles d’exprimer 1’activité

recherchée.

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro par I’évaluation de pourcentage
d’inhibition de la dénaturation des protéines permet de conclure que 1’extrait étudié de la plante
inhibe la dénaturation de Bovin Sérum Albumine avec des pourcentages d’inhibition de 83.74+9.92,
75.51+1.71 et 59.81£7.91 respectivement pour les concentrations (50pug/ml, 100pug/ml et 250
ug/ml). Les résultats obtenus sont comparables a ceux obtenus pour le Diclofenac de sodium, un
médicament anti-inflammatoire utilisé comme standard qui exerce un pourcentage d’inhibition de
99.39+2.08, 96.25+4.73 et 83.46+1.96 respectivement pour les concentrations 50pg/ml, 100pg/ml
et 250 pg/ml.

La présente étude suggere que 1’extrait méthanolique de Globularia alypum peut inhiber la

dénaturation des protéines qui est parmi les causes de 1I’inflammation.

Mots-clés : Activité anti-inflammatoire, Anti-inflammatoires, Globularia alypum, Flavonoides,

Chromatographie.



Study of the in vitro anti-inflammatory activity of the methanolic extract of a

medicinal plant "Globularia alypum™

Abstract

The aim of this study is to evaluate the anti-inflammatory activity of the methanolic extract
(ME) of the aerial part of the medicinal plant Globularia alypum by the method of proteins

denaturation.

The extract obtained by maceration using a hydroalcholic mixture (7: 3). The extraction yield
IS 20.56%. The phytochemical screening on the extract showed that this plant contains flavonoids,
tannins, reducing compounds, alkaloids salts, free quinones, reducing sugars, polyphenols and trace

of amines.

The quantitative study showed that the plant extract has a significant amount of flavonoids
(41.10 £5.81 mg EQ / g extract).

The qualitative study by chromatography on Whatman paper No. 1 of the plant extract has
shown the presence of variety of the flavonoids compounds which are capable of expressing the
desired activity.

The results of the anti-inflammatory activity in vitro. By the evaluation of percentage
inhibition of proteins denaturation showed the inhibition of the Bovine Serum Albumin
denaturation with percentages of 83.74 £ 9.92, 75.51 + 1.71 and 59.81 + 7.91% respectively for the
concentrations (50ug / ml, 100ug / ml and 250ug / ml). The results obtained are comparable to
those obtained from sodium diclofenac; an anti-inflammatory drug used as a standard that exert a
percentage of inhibition of 99.39 + 2.08, 96.25 + 4.73 and 83.46 + 1.96% respectively for the
concentrations (50pg / ml, 100ug / ml and 250 pg / ml).

The present study suggests that the methanolic extract of Globularia alypum can inhibit the

denaturation of proteins, which is the cause of inflammation.

Key words: anti-inflammatory activity, Anti-inflammatory, Globularia alypum, Flavonoids,
Chromatography.
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Annexe

> Procédé de ’extraction des flavonoides totaux

Afin d’extraire ’ensemble des flavonoides (aglycones et glycosylés), nous avons adopté la
méthode de Harborne (1975) selon la quel, "TEMGA est macéré dans 1’eau bouillante pendant une

nuit, puis filtré par un papier filtre.

L’extraction des flavonoides totaux de Globularia alypum a été effectuée par le solvant

organiques butanolique a partir d’extrait méthanolique.

La deuxiéme étape consiste en 1’affrontement de la phase aqueuse obtenue au n-butanol. Dans
une ampoule a décanter, la phase aqueuse obtenue de la filtration est mélangée avec du n-butanol,
apres agitation puis décantation, deux phases sont obtenues ; une phase organique (butanolique) en
haut et une autre aqueuse plus dense en bas. Les deux phases sont séparées et la phase aqueuse
subit un deuxiéme affrontement par le méme solvant qu’est le n-butanol pour extraire le maximum
de substances flavonoidiques. Enfin, la phase organique totale obtenue est évaporée a sec a 65°C
par un évaporateur rotatif. Le résidu d’évaporation représente donc 1’extrait des flavonoides totaux

qui sera utilisé dans 1’étude qualitative (CCM).
» Préparations tampon phosphate

On dissout 8 g de chlorure de sodium (Na Cl), 0,2 g de chlorure de potassium (K Cl), 1,44 g
d'hydrogénophosphate disodique (Na2HPO4), 0,24 g de dihydrogénophosphate de potassium
(KH2PO4) dans 800 ml d'eau distillée. Le pH a été ajusté & 6,3 en utilisant de I’HC1 (1 N) et mélange

le volume a 100 ml avec I'eau distillée.
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Etude de I’activité anti-inflammatoire in vitro de 1’extrait méthanolique d’une plante médicinale
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer ’activité anti-inflammatoire de 1’extrait méthanolique (EM)
de la partie aérienne de la plante médicinale Globularia alypum par la méthode de la dénaturation des
protéines.

L’extrait a été obtenu par macération en utilisant un mélange hydroalcholique (7:3). Le rendement
de I’extraction est de 20.56%. Le screening phytochimique sur I’extrait a montré que cette plante
contient : des flavonoides, des tanins, des composés réducteurs, des alcaloides sels, des quinones libres,
des sucres réducteurs, des polyphénols et des traces des amines.

I’étude quantitative a révél€ la richesse de cette plante en flavonoides avec un teneur de (41,10 +
5,81 mg/g extrait).

L’étude qualitative par chromatographie sur papier Whatman n°1 de I’extrait de la plante a montré
une diversité remarquable des composés flavoniques susceptibles d’exprimer ’activité recherchée.

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro par I’évaluation de pourcentage d’inhibition
de la dénaturation des protéines permet de conclure que 1’extrait étudié de la plante inhibe la dénaturation
de Bovin Sérum Albumine avec des pourcentages d’inhibition de 83.7449.92, 75.51+1.71 et 59.81+7.91
respectivement pour les concentrations (50ug/ml, 100ug/ml et 250 pug/ml). Les résultats obtenus sont
comparables a ceux obtenus pour le Diclofénac de sodium, un médicament anti-inflammatoire utilisé
comme standard qui exerce un pourcentage d’inhibition de 99.39+2.08, 96.25+4.73 et 83.46+1.96
respectivement pour les concentrations 50ug/ml, 100pg/ml et 250 pg/ml.

La présente étude suggere que 1’extrait méthanolique de Globularia alypum peut inhiber la
dénaturation des protéines qui est parmi les causes de 1’inflammation.

Mots-clés : Activité anti-inflammatoire, Anti-inflammatoires, Globularia alypum, Flavonoides,
Chromatographie.
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