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Résumé

Résume

Ce travail porte sur I'étude des tests phytochimiques et I'étude d'effet hémolytique
d'extraits de deux plantes utilisées traditionnellement par la population de I’Est algérien pour
traiter plusieurs maladies, ces plantes sont Artemisia campestris et Marrubium vulgare.

Le criblage phytochimique réalise sur les extraits méthanoliques de la partie aérienne
de ces deux plantes ont révélées leurs richesses en tanins, en flavonoides et en composées
réducteurs et la présence des alcaloides, des saponines, et des coumarines qui sont marquées
négativement chez Artemisia campestris.

L’¢tude quantitative des extraits bruts de deux plantes a révélé que 1’extrait
méthanolique d’Artemisia campestris est plus riche en polyphénols et en flavonoides avec des
valeurs de 405,606+ 31,179 pg/ml et 3,972+0,927ug/ml d’extrait par rapport a I’extrait de
Marrubium vulgare on trouve des valeurs de 208,102+20,299ug/ml et 3,046+0,457ug/ml
respectivement.

Qualitativement, 1’analyse effectué¢e par CCM des extraits a montré la présence d’une
multitude de variété des flavonoides comme : flavonols, flavones, isoflavones, flavanones,
anthocyanidine 3- glycosides,...etc.

La recherche d'effet hémolytique a été effectuée pour différentes concentrations des
deux plantes dans une suspension érythrocytaire préparée a partir du sang humain incubé a
37 °C dans un milieu tampon PBS a pH 7,4.

Les résultats obtenus ont révélé que I'extrait d’Artemisia campestris présente un effet
hémolytique trés moindre par rapport aux extraits de Marrubium vulgare, avec un taux
d'’hémolyse comparé a I'némolyse total égal a 8 % et 38 % pour Artemisia campestris et

Marrubium vulgare respectivement.

Mots clés : Artemisia campestris, cytotoxicité, effet hémolytique, Marrubium vulgare,
polyphénols.



ABSTRACT

ABSTRACT

This work deals with the study of phytochemical tests and hemolytic effect study of
extracts from two plants traditionally used by the population in eastern Algeria to treat many
diseases, these plants are Artemisia campestris and Marrubium vulgare.

The phytochemical examination performed on methanol extracts of the aerial part of
these plants have proven their wealth in tannins, flavonoids and reducing compounds and the
presence of alkaloids, saponins and coumarin which are marked negatively in Artemisia
campestris.

The quantitative study of the crude extracts from two plants found that the methanol
extract of Artemisia campestris is richer in polyphenols and flavonoids with values 405.606 +
31.179 mg / mL and 3.972 + 0,927ug / ml of extract compared to the extract of Marrubium
vulgare there are values of 208.102 + 20,299ug / ml and 3.046 + 0,457ug / ml respectively.

Qualitatively, the analysis by TLC extracts showed the presence of a multitude of
various flavonoids as: flavonols, flavones, isoflavones, Flavanones, anthocyanidin 3-
glycosides, ... etc.

Mark hemolytic effect was carried out for different concentrations of the two plants in
a red cell suspension prepared from human blood incubated at 37 °C in PBS buffer medium at
pH 7.4.

The results showed that the extract of Artemisia campestris has a hemolytic effect very
less compared with extract of Marrubium vulgare, with a rate of hemolysis compared to the
total hemolysis equal to 8%, 38% of Artemisia campestris and Marrubium vulgare

respectively

Keywords: Artemisia campestris, cytotoxicity, hemolytic effect, Marrubium vulgare,
polyphenols.
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Introduction

« Les plantes semblent avoir été semées avec profusion sur la terre, comme les étoiles dans le

ciel, pour inviter I'nomme par I'attrait du plaisir et de la curiosité a I'étude de la nature »
JEAN-JACQUES ROUSSEAU

Depuis toujours, les hommes ont utilisé leur environnement et en particulier les
plantes pour se soigner. On estime que deux tiers des médicaments actuels ont une origine
naturelle (1), De plus, sur les 300 000 especes végétales recensées, on estime que seules 15%
d’entre elles ont été ¢étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités
biologiques (2).

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier posseédent des
vertus Thérapeutiques, car elles contiennent des principes qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie (3).
L’utilisation des plantes en thérapeutique (phytothérapie) est trés ancienne et connait
actuellement un regain d’intérét auprés du public. Il est possible d’utiliser les plantes enticres
ou les produits d’extraction qu’elles fournissent. Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont
fourni a la pharmacie des médicaments trés efficaces. Les humains apprécient les vertus
apaisantes et analgesiques des plantes a travers les siécles, les traditions humaines ont su

développer la connaissance et I’utilisation des plantes médicinales (4).

Les plantes produisent un grand nombre de composés, dont, jusqua il n'y a pas trés
longtemps, on ne connaissait pas le rdle pour la plante. Ces composés ne sont pas produits
directement lors de la
Photosynthese mais résultent de réactions chimiques ultérieures, d’ou le nom de métabolites

secondaires (5).

Les remedes traditionnels utilisés sont, souvent, un mélange des plantes dont la connaissance
et les impératifs de préparation, de dosage et de consommation ne sont pas bien maitrisés.
Ainsi les plantes peuvent contenir des composes chimiques puissants, responsables d’effets

indésirables et de toxicité (6).

Il est obligé d’identifier les composés chimiques présents dans ces plantes et de déterminer
la dose précise lors de I’utilisation, puisque les plantes qui ont le pouvoir de vie, peuvent aussi

avoir un pouvoir de mort.

Page 1



Introduction

C’est dans ce contexte, que s’inscrit la présente étude dans cet objectif et elle a porté

Sur :

* Une étude phytochimique qui a permis d’identifier et quantifier certains groupes chimiques
bioactifs contenus dans les extraits méthanoliques des plantes étudiées : Marrubium vulgare,
et Artemisia campestris.

*Une étude de la cytotoxicité, in vitro, basé¢ sur l’effet hémolytique de différentes
concentrations d’extrait brut hydroalcoolique de la partie aérienne de Marrubium vulgare, et

Artemisia campestris préparé par maceération.
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Chapitre | La phytothérapie

l. La phytothérapie

La phytothérapie, du grec phyton qui veut dire plante therapeia qui signifie traitement,
¢tudier I’utilisation des plantes médicinales en médecine (7).
La phytothérapie, selon Bruneton (4), est le traitement par les plantes ; c'est-a-dire par la
consommation ou I’utilisation de produits préparés a partir de plantes sans passer par une
étape de sélection de molécules, on ne consomme donc pas que le principe actif mais tout ce
que contient la plante. Par ailleurs la phytothérapie requiert une connaissance parfaite de
substances chimiques contenues dans un organe végétal et une bonne connaissance de mode
d’emploi.
Aussi une pratique basée sur les avancées scientifiques qui recherche des extraits actifs des
plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés, cette pratiqgue conduit aux
phytomédicaments et selon la réglementation en vigueur dans le pays, la circulation des
phytomédicaments est soumise a I’autorisation de mise sur le marché (AMM). On parle alors

de pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique (8).

Il.  Lessubstances naturelles des plantes et leurs activités biologiques

Les produits naturels des plantes peuvent étre classés en deux catégories, les métabolites

primaires et les métabolites secondaires : (9)

I1.1. Les métabolites primaires

Les plantes utilisent I'énergie du rayonnement solaire, le dioxyde de carbone présent
dans I'atmospheére, 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 photosynthese 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. (10).
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Figure 1 : Les principales familles de principes actifs utilisées en phytothérapie : certains

principes actifs sont des métabolites primaires, d’autres sont des métabolites secondaires (4).

111.2.Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en

trois grandes familles : Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides (11,12).
111.2.1. Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
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...etc. (4 ; 13).

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques
connus (13). Les principales classes de composants phénoliques sont : les acides phénoliques
(acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui
représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (14). Les
polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racine, tiges,

feuilles, fleurs, fruits (15).
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111.2.1.1. Biosynthese

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de I’acide shikimique (Figure 1). Cette voie shikimate conduit a la formation des
oses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces
derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés : acide benzoiques,

acetophénones, lignines et coumarines (16).
111.2.1.2. Classe des polyphénols

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I1’arrangement de leurs atomes de carbones
(Tableau 1). Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides

organiques.
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Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols (17).

MNombre de Squeletie Classification Exemple Structure de
Carbones Base
7 Ce-Cl1 Acides phénols Acide gallique @ COOH ]
8 Ce-C2 Acétophénones Gallacetophénone @ %—:.—1 "
8 C6-C2 Acide Acide p- ¢)-cooH ]
phénylacétique hydroxyphényl
acétique

9 Ce-C3 Acides Acide @ftoq:n 1

hydroxyecinamiques | Coumarigue

g Ce-C3 Coumarines Esculitine w‘—‘
E1

10 Co-C4 Naphthoquinones Juglone Q

13 Co-C1-Co Xanthones Mangiferine g\:@

14 Co-C2-Ca Stilbénes Resveratrol

(8]
@/V@
15 Ce-C3-Ca Flavonoides Maringénine o E :; B

111.2.1.3. Effets biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques interviennent
dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures
mécaniques. La capacité d’une espéce végétale a résister a 1’attaque des insectes et des

microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (18).

Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires, antiathérogénes,
anti-thrombotiques, analgesiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux (19), anti-
allergenes, vasodilatateurs (20) et antioxydants (21). Les composés polyphénoliques sont
d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique. Ils sont regroupés dans la catégorie des
veinotoniques et des vasculoprotecteurs. Parmi les veinotoniques, nous citerons le Relvenet

ou le Cirkant renfermant du ruténoside, le Daflont ou le Diosmilt renfermant de la diosmine.
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Un certain nombre de molécules polyphénoliques sont également en étude clinique comme

des antiagrégants plaquettaire, ou hypotenseur sans résultats probants (22).
111.2.1.4.Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composes naturels appartenant a
la famille des polyphénols (23), ils sont considérés comme des pigments quasiment universels
des végetaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides

(24; 25).

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules,

en effet plus de 6400 structures ont été identifiées (26).
111.2.1.4.1.Structure et classification

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (27).Leur structure de base est celle
d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux
aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la
lettre C (28).

¥
y 4
B
5 5
= 9 273 .
. C » O
O X
< 4

Figure 2 : Squelette de base des flavonoides (29).

De facon générale les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels
que le glucose, le rhamnose, I’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeéres ou des

oligomeres (28).
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Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes sont :

flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins (30).
111.2.1.4.2.Localisation et distribution

Les flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal, ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des plantes (31). Les formes
hétérosidiques des flavonoides, s’accumulent dans les vacuoles et selon les espéces, elles se
concentrent dans I’épiderme des feuilles ou se répartissent entre 1’épiderme et le mésophylle.

Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques (32).
111.2.1.4.3. Intéréts et effets biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines,

tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois... (32).

Selon Grotewold (33) Certains flavonoides sont plus spécifiques de certains tissus. Les
anthocyanes sont plut6t localisés dans les parties externes des fruits, fleurs et feuilles (34).
Les chalcones se retrouvent plus fréeguemment dans les pétales des fleurs. Ce sont des
pigments naturels au méme titre que les chlorophylles (couleur verte) et les caroténoides
(nuances jaunes et orangeées). Leur fonction principale est la pigmentation des plantes (aspect
esthétique). Quand ils ne sont pas directement visibles, ils contribuent a la coloration par leur
role de Co-pigments (certaines flavones et flavonols) (32 ; 34). Les flavonoides, en particulier
les anthocyanes, sont les seules molécules du régne végeétal capables de produire une vaste
gamme de couleurs, susceptibles de donner des teintes allant du jaune-orangé au bleu, en
passant par le pourpre et le rouge (34 ;35) . Les flavones, aurones et chalcones donnent plutét
des couleurs jaune, beiges voire blanche, ou participent aux nuances produites par les
anthocyanes et les caroténoides (32 ; 33). Un des roles de la couleur chez les plantes est
dattirer les insectes et les oiseaux, qui jouent un rdle majeur dans la pollinisation et la
dispersion assurant ainsi la reproduction de 1’espéce (33 ; 36). Les flavonoides, dissous dans
les vacuoles a I'état d'hétérosides, s’accumulent dans les cellules épidermiques, assurant la
protection des tissus contre les rayonnements solaires nocifs. (33; 37 ; 38). On préte a
certains flavonoides (phytoalexines), un role de défense contre les prédateurs et les

pathogenes (38).
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11.2.1.5.Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Da (39).

11.2.1.5.1. Localisation et distribution

Les tanins sont trés répandu dans le régne végetal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniferes, les Fagacée, les rosacée (40). lls
peuvent exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les graines
(42).

111.2.1.5.2. Structure chimique et classification

A la base de leur caractéristique structurale, il est possible de diviser les tanins en 2
groupes :
111.2.1.5.2.1Tanins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un
nombre variable d’acide phénolique. Le sucre est trés généralement le glucose .L’acide
phénolique est soit 1’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit 1’acide

hexaydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés dans le cas des tanins éllagiques (32).

- Tanins galliques (Gallo tanins) : lls donnent par I'hydrolyse des oses et de I'acide gallique.
- Tanins ellagiques (Ellagitanins) : lls sont scindés par les enzymes en oses et en acide

ellagique (39).

111.2.1.5.2.2.Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le
plus souvent épicatéchine et catéchine (41).Les tanins condensés sont des molécules
hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par I’absence de

sucre (39).
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111.2.1.5.2.2.1. Tanins condensés (proanthocyanidines)

Ce sont des polymeres ou oligomeéres flavanique, constitués d’unités flavan-3-ols, le
plus souvent épicatéchine et catéchine, avec un degré de polymérisation entre deux et plus de
50 unités (40) .Ces unités liées entre elles par une seule liaison carbone carbone C4-C8 ou
C4-C dans le type B des pro-anthocyanidines ;ou par une liaison interflavanique double (C4-
C68 ou C4-C6) et (C2-O-C) dans le type A (32 ; 42).

111.2.1.6. Les Coumarines

Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide cinnamique, 1’acide
P-coumarique.
Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques tels que 1’éther
ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Les formes hétérosidiques sont plus
ou moins solubles dans I’eau. Elles ont un spectre UV caractéristique, fortement influencé par
la nature et la position des substituants. En lumiere ultra-violette, les CCM présentent des
tdches dont la coloration varie du bleu au pourpre en passant par le jaune.
Les coumarines sont cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes,
vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur), hypotensives ; elles sont également

bénéfiques en cas d’affections cutanées.

L'odeur de foin fraichement coupé de la coumarine est tres utilisée en parfumerie .Elles est

aussi utilisée dans les produits cosmétiques (43).
11.2.2. Les terpenes et stéroides

Les terpénoides sont une vaste famille de composés naturels prés de 15000 de
molécules différentes 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, dont les composés monoterpénes, sesquiterpénes, diterpénes, triterpenes,...(44).

Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles ; parfums et golt des plants,

pigments (caroténe), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (45).

Les stéroides sont des triterpenes tétracycliques, possédent moins de 30 atomes de carbone,

synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique (45).
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Chez toutes les plantes on trouve ces composés liees avec un groupement alcool qu'ils
nommeés les stérols ; prenant une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol qui ne
difféerent de celui-ci que par leur chaine latérale comme : B-Sitostérol, Stigmastérol
(45).

111.2.3. Alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie
et en médecine (46). Ce sont des substances organiques azotées, a propriétés basiques ou
amers et ayant des propriétés thérapeutiques ou toxiques (47). lls ont des structures trés
diverses et dérivent de différents acides aminés ou de 1’acide mévalonique en passant par
différentes voies biosynthétiques (48). De nombreux poisons dangereux comme 1’atropine par
exemple, sont extraite de la belladone mortellement toxique (Atropa belladona) et qui peut
cependant étre utilisée a faible dose dans une optique thérapeutique. Les alcaloides sont
utilisés comme anti cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles nerveux (maladie de
Parkinson) (49).

111.2.3.1.  Nature et présence des alcaloides

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 (50 ; 51). En général les alcaloides ne se concentrent pas
dans une seule partie de la plante. lls se présentent avec des concentrations différentes dans
les tiges, les fleurs, les racines et les feuilles. Cette méme concentration se différe selon la

période de récolte.

Signalons que la présence des alcaloides dans une partie de la plantes ne prouve en aucun cas
sa naissance dans ce milieu. La présence des alcaloides est généralement associée a un acide
organique ou a une autre entité avec un pourcentage variant entre 1 et 3 % du poids sec de la
plante. Dans des cas trés particuliers, notamment dans les quinquinas, ils dépassent les 10 %
(52 ; 53).

Le rble des alcaloides dans la plante reste encore moins clair. Probablement ils sont

considérés comme une réserve d'azote en cas de son manque dans le sol.
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Les plantes étudiées ont été choisies en fonction de leurs emplois tres fréquents en Algérie.

I. Artemisia campestris

I.1. Geénéralités

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées : c’est I’'un des genres le plus
répandu et le plus étudié de cette famille ; il contient un nombre variable d’espéces allant jusqu’a
400 espéeces (54).11 a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels
que les flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et
les acétylenes (55).
Les especes qui appartiennent au genre Artemisia possedent des propriétés thérapeutiques, elles
sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi dans 1’industrie
alimentaire et pharmaceutique (56).
I.2.Description botanique

Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes, d’une hauteur de 30 a 80
cm. cette plante possede des capitules tres petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou coniques, a
involucre scarieux, ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de rouge, et a
pédoncule muni de poils blanchatres a brunatre. Les feuilles d’Artemisia campestris sont glabres
de couleur verte foncée, les inférieures dipinnatiséquées, les supérieures pinnatiséquées, les

basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses a la base striée (57, 58, 59).

Figure 3 : Vue genérale de la plante d’Artemisia campestris prise a partir du site d’étude.
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1.3.Systématique de la plante (60)

Régne :Plantae.

Sous régne :Tracheobionta.
Embranchement :Spermatophyta.
Sous embranchement :Magnoliophyta.
Classe :Magnoliopsida.

Sous classe :Asteridae.

Ordre :Asterales.

Famille :Asteraceae.

Sous famille :Asteroideae.

Tribu :Anthemideae.

Sous Tribu :Artemisiinae
Genre : Artemisia.

Espéce : Artemisia campestris L.

1.4. Origine et distribution

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui
poussent de fagon spontanée dans plusieurs régions de I’hémisphere nord de la terre, surtout dans
les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a I’Himalaya (61), dans

I’hémisphére sud elles sont trouvées en Afrique du sud, 1’ Australie et I’ Amérique du sud.

1.5. Composition chimique

De nombreuses études chimiques ont révélé que la partie aérienne d’Artemisia campestris
est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les huiles
essentielles (62 ; 63).

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chimiotype considéré (32), elle varie
également selon les conditions géographiques et climatiques (température ,altitude, précipitation,
hauteur, direction du vent, heures de soleil, etc.), et selon la phase de développement de la plante
(64).

Plusieurs études (63 ; 65) ont rapporté la composition des huiles essentielles d’Artemisia
campestris, I’huile essentielle est analysée par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (CG-MS), (63) ont identifié dans une espéce de Camargue (Marseille,
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France) 51 composés sont caractérisés, les plus abondants sont : y-terpinene, capillene, 1-phenyl-
2,4-pentadiyne, spathulenol, methyleugenol, p-cyméne et f-pinéne.
d’apres (65) , les constituants les plus abondants d'une espéce de Tunisiesont : B-pinéne (24,2-
27,9 %), p-cymeéne (17.4-22.3%) et a-pinéne (4.1-11.0%), ces constituants représentent plus de
45 % de I’huile totale.

Le contenu phénolique total, les flavonoides, les dérivés hydroxycinnamiques, les
dérivéshydrox benzoiques de I’extrait éthanolique (80%) de la partie aérienne d’Artemisia
campestris ont été déterminés par des méthodes spectrophotométriques.

Les flavonoides identifiés chez Artemisia campestris sont: flavone (apéginie), flavonol
(kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine), dihydroflavonols (taxifoline-7-méthyle)

(66).

Les feuilles d’Artemisia campestris contiennent aussi des alcaloides, des saponines (67).

1.6. utilisation traditionnelle

Artemisia campestris est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs maladies.

En usage local Artemisia campestris est utilisée pour traiter les troubles digestives, les ulcéres et
les douleurs menstruelles (68). Elle est également utilisée dans le traitement de diabéte (69).

La partie aérienne est utilisée dans le traitement de brilures, de la diarrhée, les morsures
de serpents, les piqlres de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le rhumatisme, elle
est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la fievre et la toux (70).

Selon Valant (71), la consommation journaliere d'une décoction préparée a partir des tiges et

feuilles d'A. Campestris permet de réduire les symptomes digestifs.
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Il.  Marrubium vulgare

11.1. Généralités

Le genre Marrubium appartient a la famille des lamiacées, comprenant plus de 30 especes
différentes largement distribués dans les régions d’Europe, d’Afrique du Nord et d’Asie (72)
Le genre Marrubium comporte quelque 40 espéces, répandues principalement le long de la
méditerranée, les zones temperées du continent eurasien et quelques pays d’Amérique Latine
(73).

11.2. Description botanique

Le Marrube vulgare synonyme : Marrubium album est une plante, d’aspect blanchatre a odeur
forte et désagréable, de 30 a 80cm de hauteur. Ses fleurs blanches, relativement petites,
apparaissent du mois de Mai jusqu’au mois de Septembre, et parfois encore en hiver. Les feuilles

ont toutes un pétiole (74).

Les feuilles sont ovales, arrondies, souvent un peu cordées a la base, feutrées a la face intérieure
(75).

Toute la plante dégage une odeur forte, sa saveur est acre qui irrite les organes du gout et de
I’odorat) et ameére (76).

Figure 4 : Vue générale de la plante de Marrubium vulgare prise a partir du site d’étude.
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11.3. Lasystématique (77)
Régne : Plantes

Sous regne : Tracheobiontes
Embranchement : Spermatophytes
Division : Magnoliophytes

Classe : Magnolipsides

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille :Lamiaceae

Genre : Marrubium

Espece : Marrubium vulgare

Nom binomial : Marrubium vulgare
Nom vernaculaire algérien : Meriwet
Francais : Marrube blanc

Les noms donnés & la plante sont les suivants : en Algérie est connue par le nom
Marriouth (75), Merriwt au Maroc (78), Marroubia en Tunisie (79). En Anglais : Harehound, en
Italien : Marrubbio. le Marrube est composé de deux mots hébreux : mar, rob, suc amer (80).

11.4. Localisation et répartition

Elle pousse dans toute I’Afrique du Nord, au centre et au Sud-ouest de 1’Asie et aux
Canaries. Elle est naturalisée dans I’ Amérique du Nord et dans I’ Amérique du Sud (76).
Cette plante est commune dans toute 1’Algérie et presque dans toute 1I’Europe en dehors de
I’extréme Nord, Australie et New Zélande (81).
Elle se trouve aussi au Maroc et en Tunisie, surtout en région méditerranéenne (80).
Répandues principalement le long de la méditerranée, les zones tempérées du continent eurasien

et quelques pays d’Amérique Latine (73, 82).
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I1.5.  Composition chimique

La partie aérienne du marrube blanc contient plusieurs métabolites secondaires tels que
les di-terpenes dont la marrubine responsable de la majorité des propriétés biologiques du
Marrubium vulgare (83), les flavonoides (apigenine et lutéoline) (84), ainsi que plusieurs

phenylpropanoides esters tels que les verbascosides (85).

On y trouve des diterpénes amers de la série des furanolabdanes et surtout des composés de
lactones : marrubiine principalement et son précurseur pré uranique, la prémarrubiine, mais aussi
du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du marrubiol. Il y a également des Hétérosides
flavoniques du quercétol, de la lurtéoline ou de 1’apigénine, mais aussi des lactoylflavones, et
quelques dérivés de I’acide ursolique. En outre il y a des tanins spécifiques des Lamiacées et
dérivés de 1’acide hydroxycinnamique (juste a 7%) (Acide cholorogénique, caféique,
caféylquinique, mais absence d’acide rosmarinique). Toutefois la présence d’une faible quantité
d’huiles essentielles comportantdifférents composés monotérpéniques (mois de 1% : a-pinene,

camphéne, lomonene) (86).
11.6. Utilisation traditionnelle

Marrubium vulgare est largement utilisée en médecine traditionnelle dans le
traitement des troubles digestifs, la perte de ’appétit et la dyspepsie (87). Elle est également
employée comme antinocicepti (88), antihypertenseur (89), antispasmodique (90),

antioedematogénique (91), analgésique (82), insecticide (92), antiinflammatoire (93),

antimicrobien (73, 94, 95), antioxydant (96), antifongique (97), antileucémique (98) et dans

de nombreuses autres activités biologiques.

Le marrube blanc est une prescrit dans le traitement des difficultés respiratoires, des
bronchites, des bronchectasies, des bronchites asthmatiformes des toux séches et de
lacoqueluche. 1l fluidifie les mucosités. La décoction est employée comme antidiabétique
(78).

Le Marrubium vulgare est indiqué pour les dermatoses, eczéma chronique, hystérie (99).

Syntheése bibliographique Page 18



Chapitre 11 Botanique et systématique des plantes médicinales

I1.7. Toxicité
C’est une plante amére a caractere salin et ne peut donc pas étre toléré s’il y a une
gastroentérite ou des situations de nausees ou de vomissements ou encore en cas

dedyspepsie (76).
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I. Généralités

L’hématologie est la branche de la médecine qui étudie le sang et ses maladies (ou
hémopathies). Elle étudie plus particulierement les cellules sanguines dont 1’origine est
hématopoiétique (synthése de ces cellules dans la moelle osseuse) et qui ont un réle pour
I’oxygénation, I'immunité¢ et la coagulation, et étudie également certaines molécules

plasmatiques que sont les facteurs de coagulation (100).

Il. Différents éléments du sang

Si le sang se compose de plasma et de cellules en suspension, les examens biologiques

sont réalisés:

I11-1/ Sur du sang total: plasma et éléments figurés (globules rouges, blancs et plaquettes);

111-2/Sur le plasma: partie liquide du sang recueilli sur anticoagulant et obtenue aprés

séparation des éléments figurés par centrifugation;
111-3/Sur du sérum: obtenus apres coagulation.
Le sang est divisé en 4 groupes :

I1I-A : Electrolytes: Ca++ qui permet le maintien de la pression osmotique et I'équilibre

acido-basique.

I11-B : Protéines: Albumine qui permet la viscosité du sang, r6le de tampon; maintien de la
pression oncotique, du volume sanguin ... etc. Transport des divers €éléments, anticorps,

facteurs de la coagulation.

I11-C : Substances azotées: Urée, acide urique et créatinine qui sont des déchets du

métabolisme.
I11-D : Nutriments: Glucose, lipides et cholestérol sont des substances meétaboliques (101).
I11.  Fonctions du sang

C’est le transport des produits finaux du métabolisme jusqu’aux organes de 1’excrétion

(106). Il assure les échanges gazeux (O, et CO;) grace au pigment respiratoire (hémoglobine)
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contenue dans les hématies. Il transporte les eléments nutritifs du systeme digestif aux

cellules, et les hormones vers le lieu de leur fonction (102).
IV. L’hémolyse

D’aprés Aguilar_Martinez (103), I'hémolyse est le phénomeéne irréversible par lequel
les globules rouges (érythrocytes ou hématies) sont détruits et libérent leur contenu
hémoglobinique dans le plasma. Et quand leur durée de vie est de moins de 100 jours, plutot
que de 120 jours, qui est un laps de temps normal. Une anémie va apparaitre si la moelle ne
réussit pas a compenser (104).

L'hémolyse peut étre causée par des facteurs extrinseques tels une réponse anormale du
systéeme immunitaire, la formation de caillots dans les petits vaisseaux sanguins, certaines
infections et les effets secondaires de certains médicaments (céphalosporines,
antiinflammatoires non stéroides, la pénicilline et ses dérivés, phenazopyridine, quinidine,

lévofloxacine) (105).

La destruction des érythrocytes est un phénomene normal qui a lieu dans la rate lorsque les
globules rouges, en fin de vie, y sont détruits et éliminés (106).

V. Leglobule rouge

Les globules rouges (GR) sont des cellules matures de la lignée érythrocytaire, a la
forme d'une lentille biconcave. Son diamétre est de 7 p.m. La forme particuliere du GR lui
permet d'avoir une plus grande surface par rapport a son volume que la forme sphérique, ce

qui favorise les échanges d'oxygene. La durée de vie moyenne des GR est de 120 jours (103).

Selon Braham (107), I’hématie est une cellule anucléée qui comprend donc seulement
une membrane et un cytoplasme, a I’état normal tous les GR ont sensiblement méme forme,
méme diameétre, méme coloration et toute modification de ses critéres traduit un phénomene

pathologique.
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Figure 5 : les globules rouges (105).

VI. Les signes biologiques de I’hémolyse
Selon Guitton (108), La destruction prématurée des GR (hémolyse) induit par :

e Une augmentation de la bilirubine libre ou indirecte ou non conjuguée (catabolisme de
I’hémoglobine).

e Un effondrement de haptoglobine.

e Une augmentation des LDH (permet de quantifier le degré d’hémolyse
intravasculaire).

e Une augmentation des réticulocytes (souvent > 150 000/mma3).

e Hémoglobinurie, hémosidérinurie : uniqguement dans les hémolyses intravasculaires.

VII.  Les signes cliniques

e La paleur, Asthénie, Dyspnee (essoufflement), Vertiges, Céphalées, Tachycardie,
ictere, fievre)

e Arthralgies (douleurs dans les articulations).

e Douleurs dans I’abdomen.

e Hypotension artérielle.
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e \omissements, diarrhée.

e Urines rouges (bon signe sous anesthésie genérale).

Etat de choc (déficit de fonctionnement de certains organes) en cas d’hémolyse importante
s’accompagnant d’une anurie (absence d’urine), ou d’une diminution de la quantité des urines

(109).
VIIl.  Les types d’hémolyse

VIIL.1. Hémolyse intratissulaire

Les GR agés, apres une durée de vie normale de 120 jours, sont phagocytés par les
macrophages du systéme des phagocytes mononuclées. Chez le sujet normal, la majorité des
GR sont détruits dans les macrophages de la moelle osseuse (minimum 50%). Le reste de
I'némolyse se répartit dans I'organisme, en particulier dans la rate et le foie. Cette phagocytose

porte sur des GR dont le vieillissement s'est traduit par:

e Des modifications biochimiques : diminution du contenu enzymatique, ralentissement
métabolique, perte des lipides membranaires, phénomeénes oxydatifs.

e Des modifications morphologiques (tendance a la sphérocité par réduction de la
surface membranaire et/ou hyperhydratation).

e Des modifications de la plasticité (diminution de la déformabilité des GR entrainant

une stagnation dans les capillaires (103).
Ce type d’hémolyse se caractérise par :

e Hyperbilirubinemie non conjuguée (>17mmol/L).

e Libération d’Hb.

e Chute de I’haptoglobine modéreée.

e Les (GR) vieillis disparaissent du torrent circulatoire par un mécanisme intratissulaire
de (85%) (110).

VI11.2. Hémolyse intravasculaire

Une faible partie de I'némolyse physiologique se déroule au sein méme de la circulation
sanguine. Dans ce cas, I'Hb est libérée dans le plasma ou elle forme un complexe avec

I'naptoglobine, synthétisee par le foie. Ce complexe est capte par I'hépatocyte au niveau du
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quel I'Hb est dégradée. La taille du complexe haptoglobine-Hb ne lui permet pas de traverser

le glomérule rénal (103).
Ce type d’hémolyse se caractérise par :

e Chute de I’haptoglobine et hémoglobinémie et hémoglobinurie.
e Elévation des LDH.

e Elévation inconstante de la bilirubine non conjuguée.
VI11.3. Hémolyse pathologique
Elle peut étre due a deux principaux mécanismes :

e Soit une anomalie du GR : hémolyses corpusculaires ou globulaires c’est-a-dire la
Destruction des hématies provenant de sa fragilité et qui correspond a :

-Une anomalie constitutionnelle de I’hémoglobine exemple: anomalie de Structure
(hémoglobinopathies), anomalie quantitative de la synthése des chaines de globine

(thalassémies), Drépanocytose (en faucille) caractérisée par la présence d’Hb.

-Une anomalie constitutionnelle de la membrane du GR : Micro-sphérocytose (augmentation

de la perméabilité au Na+ et a I’eau).

-Déficit enzymatique du GR exemple : déficit en G6P, déficit en pyruvate kinase : défaut de

régénération de I’ATP.

e Soit a une agression extrinséque des hématies : hémolyses extra corpusculaires (103)

C’est-a-dire extérieur a I’hématie et qui caractérise par :

- Agression directe de ’hématie par une toxine bactérienne, animale, chimique ou par un

parasite.

- Rigidité anormale acquise de la membrane du globule rouge : anémies hémolytiques auto-

immunes.

- Rupture des hématies normales sur un obstacle : prothéses valvulaires, (microangiopathie
thrombotique) (110).
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Chapitre 1V Matériel et Méthodes

Objectif

Notre travail expérimental ayant pour objet I’investigation phytochimique et 1’étude de
I’effet hémolytique de I’extrait méthanolique brut de deux plantes médicinales Marrubuim
vulgare et Artemisia campestris. L’étude expérimentale a été effectuée au sein du laboratoire

de Biochimie, Université Abbés Laghrour - Khenchela.

I. Matériel

I.1. 1. Matériel végétal

Il est constitué des feuilles et tige de Marrubuim vulgare et Artemisia campestris, récoltées au
cours du mois de novembre 2015 de la région de KHENCHELA (BAGHAI), I’identification

de ces especes a été effectuée par les herboristes de la région (mokhtar ganis ).

I.1.2.Récolte des plantes

Les parties aériennes des deux plantes Artemisia campestris et Marrubium vulgare
ont été nettoyées, aprés leur récolte sont conservées a I’ombre dans un endroit sec et aéré,
apres leurs séchages, la partie concernée a été broyee pour obtenir une poudre fine, qui a
servi pour La préparation des extraits.

1.2.Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces
produits:

Folin-Ciocalteu FeCl3, acide sulfurique (H2SO4) , HCI, acide acétique, NaOH, NH4OH, KI,
I, Na2Cos, Toluéne , acide formique, méthanol, KH2PO4, Acide gallique, NaCl, Na,Sos,
AICls, acide orthophosphorique, méthanol, n-butanol, Ether de pétrole, acétate d'éthyle,

chloroforme, Acétone, Plaque CCM.

Parmi D’appareillage utilisé : Rotavapeur (HAHNVAPOR), spectrophotométre UV-Vis a
double faisceau (JENWAY 6305 UV/VIS), Chambre d’observation UV (VILBER
COURMAT), Bain Marie (MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec Ventilation
(MEMMERT), Agitateur magnétique (SCILOGEX), vortex (VELP) et Balance(OHAUS), pH

meétre

Partie expérimentale Page 27



Chapitre IV Matériel et Méthodes

Il.  Méthodes
I1.1.Extraction et préparation des extraits

L’extrait méthanolique des parties aériennes des deux plantes Artemisia campestris et
Marrubium vulgare été préparés selon la méthode de Tadeg H (111).
Ces parties aériennes broyées sont mises a macérer dans un mélange méthanol/eau (7:3 V/V).
L’extrait hydro-alcoolique est récupéré dans un premier temps apres filtration du mélange. Le
méthanol est ensuite éliminé du filtrat par évaporation (figure 7) sous pression réduite dans
un rotavapeur a une température de 60°C. Cette opération est répétée trois fois avec
renouvlement du solvant.

L'extrait obtenu a été conservé a +5°C jusqu’a son utilisation (figure 8).

Figure 7 : photo de rotavapeur (Meliki, 2016).
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Matériel végétal sec

l

Addition de mélange méthanol/eau <
Distillée (7 :3)

l

Macération 24 H a température ambiante

!

Filtration sur papier wattman (n°3)

Filtrat Marc

, W N
Evaporation au Filtrat ] [ Marc ]
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[ Extrait méthanolique }

7~

brut

Figure 8: Protocole d’extraction (111).
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11.1.1.Rendement de ’extraction

Le rendement de I’extrait est le rapport entre le poids de 1’extrait et le poids de la

plante seche. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:

Rendement d’extraction (%) = Pp [ Ps x 100

Ou: Ps: Poids de I'extrait Brute en gramme (g)

Pp : Poids de la poudre en gramme (Q).
11.2. Screening phytochimique des plantes

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui permettent
d’identifier la présence des principales catégories des substances chimiques naturelles
contenues dans une plante et responsables de propriétés pharmacologiques.

Les tests phytochimiques sont réalisés sur 1’extrait brut méthanolique.

11.2.1. Recherche des tanins

2 a 3 gouttes de la solution de FeClz a 2%, sont ajoutées a 2 ml de I’extrait brut
méthanolique. La solution obtenue est reposée pendant quelques minutes et le test est

considéré positif s’il y a I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (112).
11.2.2. Recherche des saponosides

- Test 1 :5 ml de I’extrait brut méthanolique 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 (112).

- Test 2 : 5 ml 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 triterpénes hétérosidiques (113).

11.2.3. Recherche des flavonoides

5 ml de DI’extrait méthanolique sont traités avec quelques gouttes d’AlClz (1%). La

présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune (114).
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11.2.4. Recherche des coumarines

Les résidus secs sont dissous dans I’eau distillée par chauffage, aprés refroidissement,
la solution obtenue été répartie dans 2 tubes a essai. Le premier sert de témoin et on ajoute 05
ml de NH4OH 10% dans le 2eme tube. L’apparition d’une fluorescence bleue ou verte a la

lampe UV 365 nm indique la présence des coumarines (115 ; 116).
11.2.5. Recherche des composés réducteurs

Ce test est base sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide acétique contenant des
traces de FeClz et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de FeClz sont ajoutés a 1 ml 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 deuxiéme en bleu-vert (acide sulfurique)
(117).

I11.2. 6. Recherche des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou ’absence des alcaloides sels 5 ml d’HCl
(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’I2 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée).
La présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels (118).

11.3. Etude qualitative

11.3.1. Identification des flavonoides par chromatographie sur couche mince (CCM):
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 étre un gel de silice ou de 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 hypothése de structures (119).
11.3.2. Protocole de CCM sur gel de silice

Les analyses par CCM ont ete effectuées avec des plaques de silica gel, sur support rigide

en aluminium 20/20 Cm.

- L’extrait est déposé a I’aide d’une micropipette (2 pl) a des points repéres a 1.5 cm du

bord inférieur de la plaque.
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- les plaques sont placées dans les cuves de développement, a environ 0,5 cm de
hauteur. dans les quelles se trouve 3 systemes de migration appelés phase mobile
constitué de :

BAW : Butanol, Acide acetique, H20 (4 : 1:5).

Chloroforme, Méthanol, H20 (85 : 10 : 5).
Acétone, H20 (1 :1).

Apres développement, les plaques sont séchees, puis visualisées séparément par une
révelation physique sous lampe UV a 365 nm.
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. Les rapports frontaux des spots sont
comparés a ceux des témoins permettant ainsi 1’identification des constituants de différents
extraits (120).
11.4. Etude quantitative

11.4.1. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin

Ciocalteu selon la méthode cité par Wong (119).
11.4.1.1. Principe

La teneur phénoligue totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotometre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou généralement Folin-
Ciocalteu .Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide
phosphotungstique phosphomolybdique (réactif Folin) dans une solution alcaline (120).

Brievement 200 ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a 1ml
de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées

pendant 4 minutes.

Aprés I’incubation 800 ul de la solution de carbonate de sodium Na>COz (7,5g /l) a été
ajoutée .Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans I’obscurité et

température ambiante. L’absorbance des extraits a été mesurée par un spectrophotometre a

765 nm.
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11.4.1.2. Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec le standard étalon I’acide gallique (5-
200ug /ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG /mg).
11.5.2.Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane (121) est utilisée

pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.
11.5.2.1. Principe:

Iml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions
convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlClz (2% dans le méthanol).Le
mélange a été¢ vigoureusement agité et I’absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes

d’incubation.
11.5.2.2. Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été fait en fonction d'une courbe d'étalonnage
lineaire (y=ax+b) réalisee par un standard étalon "la quercétine” a différentes concentrations
(1.75-40ug/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (L gEQ/mg).

I11.  Evolution de I'effet hémolytique
Les tests d'activité hémolytique des extraits hydroalcoolique des parties aériennes des
deux plantes Artemisia campestriset et Marrubium vulgare ont été réalisés in vitro sur une

suspension d'érythrocytes du sang humain dans le tampon phosphate buffered saline (PBS).

I11.1. Préparation du PBS (phosphate buffered saline) a pH=7,4+0,02

Nous avons préparé 1 litre d'une solution tampon phosphate salé (PBS) par l'utilisation des
composés suivants avec les concentrations qui correspondent : NaCl (I37mM), KCI (2,7mM),
Na:HPO4 (8mM), KH2PO4 (2mM) (122).

111.2. Préparation de la suspension érythrocytaire

> Le sang est prélevé dans un tube héparine a partir d’un donneur sain
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» Le sang est centrifugé a 2400 tour / minute durant 10 min
» Le plasma (surnageant) est élimineé et le culot est lavé 2 fois par du PBS
> Le culot, ainsi obtenu, est resolubilisé a nouveau par le méme volume de plasma
éliminé par le PBS
» La suspension érythrocytaire, ainsi obtenue, est diluée 20 fois par PBS.
111.3. Préparation des extraits
Les différentes concentrations d’extraits hydroalcoolique sont préparées dans du PBS.
Les concentrations initiales préparées sont (50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml et 200mg/ml).
111.4. L'effet hémolytique
Le test d'effet hémolytique des deux plantes étudié est réalisé selon les méthodes décrit
par Guo-Xiang (123).
 Mettre dans des tubes a hémolyse 2970 ul de la suspension érythrocytaire préparé avec 30
pl de I'extrait a différentes concentrations initiales (50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml et
200mg/ml).
* Incuber les tubes dans I'étuve & 37 °C durant 45min.
« Prélever 500 ul chaque 15 min.
« Ajouter I, 5 ml de PBS.
« Mélanger les tubes délicatement.
« Arréter la réaction avec un bain glacon.
« Centrifuger les tubes a 2000 tour par minute durant5 min.
« Lire I'absorbance de chaque tube a 548nm a l'aide d'un spectrophotometre, contre un blanc
contenant du PBS.
Un tube témoin négatif est préparé dans les mémes démarches expérimentales. 1l est
composé de 500 pl de suspension érythrocytaire et 1500 ul de solution tampon de PBS, en
absence d'extrait.
Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, préparé un tube
D’hémolyse totale qui contient 250 ul de la suspension érythrocytaire et 4750 pl d'eau
distillée, en absence d'extrait. Assurer le maximum d'hémolyse a I'aide d'un vortex.
Suivre les mémes conditions (temps d'incubation, température et pH) et les mémes démarches
experimentales.
Le taux d'hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage (%) par rapport a

L’hémolyse totale, apres 45 min d'incubation, selon la formule suivant:
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DO (extrait 45 min) —DO (témoin négatif 45 min)
= (%) d’hémolyse Taux 100 x

DO (hémolyse totale 45 min)

IV.  Etude statistique
Chaque expérience est répétée trois fois et les valeurs sont représentées par les moyennest

écartype.
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Chapitre V Résultats et discussion

I. Détermination du rendement d’extraction :

L’extrait a été préparé a partir de la poudre de la partie aérienne de Marrubium vulgare
et d’Artemisia campestris en utilisant la méthode de macération, les résultats sont représentés

dans le Tableaul.

Tableau 2. Le rendement des extraits méthanoliques du Marrubium vulgare et Artemisia

campestris
Le poids du Le poids des Le rendement en
matériel végétal extraits en (g) )
La plante en () (%)
Marrubium vulgare 86 ,002 15,11 17,57 %
Artemisia campestris 150 21,98 14,65 %

D'aprés les résultats obtenus, nous avons enregistré des rendements d'extraction des
parties aériennes de Marrubium vulgare et d’Artemisia campestrisqui sont 17,57 % et 14,65
% respectivement.

Les extraits méthanoliques (MeOH) issus des plantes (Marrubium vulgare et Artemisia
campestris), présentent une couleur verte trés foncée et un aspect collant.

Pour I’extrait de Marrubium vulgare, un rendement de 39,2% de I’extrait brut a été obtenu
a partir de la partie aérienne de la méme espéce lors d’une étude entreprise par (124). C’est un
pourcentage nettement supérieur a celui obtenu dans notre cas (17,57 %). Ceci pourrait étre
dd a la technique utilisée (extraction par soxhlet) et sous une température de 70 °C, ce qui
n’est pas le cas dans notre étude ou I’extraction est réalisée a froid par simple macération.

L’analyse d’Artemisia campestris, a été réalisée sur la matiere séche de la plante (partie
aérienne) et les tissus testés, était similaire a celle de l'espéce Artemisia dans des études
antérieures (125, 126, 127) , un rendement de 17,80% a été obtenu a partir de la partie
aérienne de la méme espéce lors d’une étude entreprise par Talbi (128); ceci pourrait étre dd a
I’utilisation du soxhlet et la durée de I’extraction (48 heures) et la quantité de matériel végétal
broye utilisé.

Dans notre étude, 1’extraction est réalisée a froid par simple macération (129) qui est une
méthode discontinue dont le solvant devrait étre remplacé jusqu’a ce que la matiere végétale
soit épuisée (130) ; donc il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie

de maniére générale. En effet, le rendement n’est pas relatif; il varie en fonction de la
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localisation géographique de 1’espéce végétale, le degré de maturité, la génétique, le climat, la
période de récolte I’organe utilisé¢ dans 1’extraction, les conditions de séchage, le contenu de
chaque espece en métabolites (de son métabolisme) et de la nature du solvant utilisé dans
I’extraction ou fractionnement et des apolarité. (131) Nous pouvons dire que les solvants
polaires donnent des rendements meilleurs que les solvants apolaires, étant donné que les
solvants polaires ont la capacité de diffuser a l'intérieur de la poudre vegétale, d'atteindre la

matrice végétale et de récupérer par conséquent le plus possible des métabolites.

Il. Résultats du criblage phytochimique

I1.1. Tests de mise en évidence de certains composes phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés qui
existent dans les parties aériennes du Marrubium vulgare et Artemisia campestris, par des
réactions de précipitation ou de coloration, en utilisant des réactifs spécifiques a chaque

famille de composes, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 2.
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Tableau 3 : Résultats des tests phytochimiques d’extraits méthanoliques des parties
aériennes du Marrubium vulgare et Artemisia campestris

Les tests phytochimiques

Extraits(MeOH) méthanoliques de la
parties aérienne

Metabolites secondaires | Réactifs Observation Marrubium vulgare |Artemisia campestris
Tanins FeCl3 Coloration bleue- + +
noire et un
précipite.
Saponosides Test de la mousse]  Formation + +
d’une mousse
Chloroforme et | Couleur rouge- + +
acide sulfurique | marronne de la
concentré couche
d’interface
Flavonoides AICI3 Couleurjaune + +
Coumarines Fluorescence + -
0
NH:OH 10% v bleu ouverte
Composeés réducteurs | Acide sulfurique | Formation + +
d’acide acétique de 2
FeCl3 phases:brun
e rouge et
bleu-verte
Wagner precipitation + +

Alcaloides

Positif : +, Négatif :

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de

quelques métabolites secondaire (tanins, flavonoides, alcaloides, composés réducteurs et

coumarines) au niveau des tissus végétaux de la plante étudiée.

La détection de ces composés chimiques est basee sur des essais de solubilité des constituants,

des réactions de précipitation, un changement de couleur ou un examen sous la lumiere

ultraviolette.
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L’étude phytochimique d’extrait méthanolique de la partie aérienne du Marrubium
vulgare a montré que cette plante contient: des tanins, des saponosides, des flavonoides, des
composés réducteurs, des alcaloides sels et des coumarines.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature par les travaux de
(132), qui confirme la présence des tanins et les travaux de( 133), qui ont en plus des tanins,
des alcaloides, les coumarines et des sucres réducteurs, ont révélé la présence des flavonoides
et saponines.

De méme, Les résultats des études phytochimiques effectuées par Ashkennazy (134) sur le
genre Marrubium ont permis d’isoler un grand nombre de métabolites secondaires tels que les
flavonoides, les di terpénes et les tris terpénes. Ils confirment aussi I’existence des tanins.

En ce qui concerne I’étude phytochimique de I’extrait méthanoliquede la partie
aérienne d’Artemisia campestris a montré que cette plante contient: des tanins, des
saponosides, des flavonoides, des composés réducteurs et des alcaloides sels. Par contre, le
test des coumarines est marqué négatif. Ces résultats sont en accord avec des nombreuses
études phytochimiques de cette espéce (62 ; 65; 135), qui ont révélé la présence de
ployphénols, flavonoides, tanins, les huiles essentielles; ce qui confere a cette plante de
nombreuses propriétés biologiques (62).

Dans ce méme contexte plusieurs criblages phytochimiques ont montré la présence des
composes phenoliques et des flavonoides, une petite quantité de saponines et des tanins, et

aucune coumarine (136).

[1l.  Résultat de I’étude qualitative chromatographie sur couche mince des extraits
méthanoliques des plantes Marrubium vulgare et Artemisia Campestris

Le développement de la méthode pour la chromatographie sur couche mince 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 I’espace vapeur ont un effet prononcé sur la séparation (110).

La CCM nous a permis d’avoir les empreintes flavoniques des extraits méthanolique des
parties aériennes des plantes Marrubium vulgare et Artemisia campestris, I’identification des

composés était basée sur la comparaison des Rfs et couleurs observés sous lampe UV des

taches apparues sur la plaque en utilisant plusieurs systemes d'élution de polarité différente.

Suivant la révélation des plaques, les spots ont été visualisés sous une lampe UV a la longueur
d'onde 365nm, dont elle révéle les taches fluorescentes et visible et les tableaux 4-5-6-7-8-9

résument les résultats du CCM.
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1) Composés identifiés chez Marrubium vulgare

Tableau 4: CCM de I’extrait hydroalcoolique de Marrubium vulgare
Systeme solvant : BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5)

Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365 | Rapport frontal (cm) Type de flavonoide possible
(nm)
Spotl : pourpre sombre | 0.43 Flavonols, flavonones, isoflavone, flavanones,
chalcones
Spot2 : mauve 0.49 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot3 : bleu blanc 0.56 Flavonols, flavonones, isoflavone, flavanones,
fluorescent acide phénol
Spot4 : rouge 0.86 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot5 :rouge 0.92 Anthocyanidine 3-glycosides

Cing spots ont été ségrégués des dépdts de I’extrait méthanolique par le systeme de
solvant utilisé (BAW : Butanol, Acide acétique, H20 (4 :1 :5)) appartenant aux différentes
classes flavoniques, mais une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes
des Anthocyanidine 3-glycosides.

Tableau 5: CCM de I’extrait hydroalcoolique de Marrubium vulgare
Systeme solvant : Chloroforme, Méthanol, H,O (85 : 10 : 5)

Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365 | Rapport frontal (cm) Type de flavonoide possible
(nm)
Spotl : Violet 0.22 Anthocyanidine 3-glycosides

Un seul spot a été ségrégué des dépdts de 1’extrait méthanolique par le systéme de solvant
utilisé (Chloroforme, Méthanol, H,O (85 : 10 : 5) appartenant a la classe des anthocyanidine

3-glycosides.
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Tableau 6: CCM de I’extrait hydroalcoolique de Marrubium vulgare

Systeme solvant : Acétone, H,O (1 :1)

Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365

Rapport frontal (cm)

Type de flavonoide possible

(nm)
Spotl : bleu 0.36 Acide phénol
Spot2 : rouge vif 0.44 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot3 : rouge vif 0.54 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot4 : mauve 0.90 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot5 : rose pale 0.94 Anthocyanidine 3,5-diglycosides

Cing spots ont été ségrégués des dépots de I’extrait méthanolique par le systéme de

solvant utilisé (Acétone, H20 (1 :1) appartenant aux différentes classes des anthocyanidine 3-

glycosides et d’acide phénol.
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A

Figure9 : Photos du chromatogramme résultant de 1’analyse d’extrait méthanolique du

Marrubium vulgare par chromatographie sur gel silice (révélation a UV), 365 nm par les
systémes solvants: (A): BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5), (B): Chloroforme,
Méthanol, H,O (85 : 10 : 5) et (C): Acétone, H,0O (1 :1)

Apres une simple comparaison entre les trois systemes, il apparait clair et évident que
la tache mauve (violet), qui correspond aux anthocyanidine 3-glycosides est commune.

D’aprés les résultats de ces tableaux (4-5-6), le systéme qui a donné la meilleure
séparation est celui de (BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5) par ce qu’il a permis la
séparation de 05 taches ce qui explique la solubilité différentielle des composés flavonoique

dans ce systéme.
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2) Composés identifies chez Artemisia Campestris

Tableau 7 : CCM de I’extrait hydroalcoolique d’Artemisia Campestris

Systéme solvant : BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5)

Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365

Rapport frontal (cm)

Type de flavonoide possible

(nm)
Spotl : bleu blanc 0.56 Flavonols, flavonones, isoflavone,
fluorescent flavanones
Spot2 : bleu blanc 0.65 Flavonols, flavonones, isoflavone,
fluorescent flavanones
Spot3 : pourpre 0.69 Flavonols, flavonones, isoflavone,
sombre flavanones, chalcones
Spot4 : bleu blanc 0.77 Flavonols, flavonones, isoflavone,
fluorescent flavanones
Spot5 : mauve 0.82 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot6 : rouge 0.86 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot7 : rouge 0.92 Anthocyanidine 3-glycosides

Sept spots ont été ségrégués des dépots de 1’extrait méthanolique par le systéme de

solvant utilisé (BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1:5) appartenant aux différentes

classes flavoniques, mais une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes

des flavonols, flavonones, isoflavone et flavanones.
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Tableau 8 : CCM de I’extrait hydroalcoolique d’Artemisia Campestris
Systeme solvant : Chloroforme, Méthanol, H20 (85 : 10 : 5)

Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365

Rapport frontal (cm)

Type de flavonoide possible

(nm)
Spotl : bleu 0.05 Acide phénol
Spot2 : mauve 0.11 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot3 : bleu 0.14 Flavonols, Acide phénol
Spot4 : mauve 0.17 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot5 : violet 0.55 Flavones
Spot6 : bleu 0.65 Acide phénol
Spot7 : mauve 0.77 Anthocyanidine 3-glycosides

Sept spots ont été ségrégués des dépots de I’extrait méthanolique par le systéme de

solvant utilisé (Chloroforme, Méthanol, H,O (85 : 10 : 5) appartenant aux classes flavoniques,

mais une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes des acides phénols, et

anthocyanidine 3-glycosides.

Tableau 9 : CCM de I’extrait hydroalcoolique d’Artemisia Campestris

Systéme solvant : Acétone, H,O (1 :1)

Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365

Rapport frontal (cm)

Type de flavonoide possible

(nm)
Spotl : bleu 0.36 Acide phénol
Spot2 : rose 0.53 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot3 : bleu 0.77
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Spot4 : jaune 0.84 Flavonols

Spot5 : bleu 0.98 Acide phénol

Cing spots ont été ségrégués des dépdts de I’extrait méthanolique par le systeme de
solvant utilisé (Acétone, H,O (1 :1) appartenant aux différentes classes des anthocyanidine 3-

glycosides et de acide phénol et des flavonols.

Figure 10 : photos de chromatogramme résultant de 1’analyse d’extrait méthanolique
d’Artemisia Campestris par chromatographie sur gel silice (révélation a UV), 365 nm par les
systémes solvants : (A): BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1:5), (B): Chloroforme,
Méthanol, H,O (85 : 10 : 5) et (C): Acétone, H,0O (1 :1)

D’aprés les résultats des tableaux (7-8-9), le systeme qui a donné la meilleure
séparation est celui de BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5)par ce qu’il a permis la
séparation de 07 taches de différentes classes mieux que le deuxieme systeme chloroforme,
méthanol, H,O (85 : 10 : 5) celui qui sépare a son tour 07 taches moins intéressantes que le
premier, ce qui explique la solubilité différentielle des composés flavonoique dans ce
systeme.
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Apres I’analyse des résultats obtenus, la CCM confirme la présence et la richesse des
plantes en flavonoides déja mis en évidence préalablement par des tests phytochimiques. La
bonne séparation apparait dans les systemes polaires prouve que les flavonoides existants sont
de nature beaucoup plus polaire.

IV.2. Résultats de I’analyse quantitative
IV.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantification des composés phénoliques a ¢été¢ faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y= ax +b) réalisé par une solution étalon (I’acide gallique) a différents
concentration.

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en microgramme d’équivalents d’acide

gallique par gramme d’extrait (Ug EAG/mg d’extrait). (Figure 11)
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Figure 11 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).
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Figure 12 : Histogramme représente les teneurs en polyphénol des plantes Marrubium
vulgare et Artemisia campestris

Suivant la figure ci-dessous (Figure 12), La teneur en polyphénols totaux estimée par la
méthode de Folin- Ciocalteu pour chaque extrait a é€té rapportée en pg équivalent d’acide
gallique/mg du matériel végétal sec. Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique de la

plante Artemisia campestris a une forte teneur en phénols totaux (405.606+£31.179 pg /mg)
par rapport a celle de 1’extrait méthanolique de la plante Marrubium vulgare (208.102+20.299

Hg /mg).
IV.2.2. Dosage des flavonoides

La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y= ax+b) réalisé par une solution étalon (I’acide quercétine) a différents
concentration.

La teneur flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalents d’acide quercétine

par gramme d’extrait (Lg EAG/mg d’extrait). (Figure 13)
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne £ SD de trois mesures).
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Figure 14 : Histogramme représente les teneurs en flavonoide des plantes Marrubium
vulgare et Artemisia campestris
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Suivant la figure ci-dessous (Figure 14), Les teneurs en flavonoides déterminée par la
méthode au trichlorure d’alumiunm pour chaque extrait a été rapportée en g équivalent de
quercétine /mg extrait. Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique de la plante
Artemisia campestris a une forte teneur en flavonoides (3.972+0.927ug /mg) par rapport a
celle de I’extrait méthanolique de la plante Marrubium vulgare (3.046+0.457 pg /mg).
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Figurel5 : Corrélation entre la teneur en flavonoides et celle en polyphénols de la plante

Marrubium vulgare
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Figurel6 : Corrélation entre de la teneur en flavonoides et celle en polyphénols de la
plante Artemisia campestris

Suivant les figures ci-dessus (Figure 15, 16), Nous pouvons suggérer d’aprés ces résultats,
qu’il y a une parfaite corrélation entre les flavonoides et polyphénols des deux plantes étudié.

V. Evolution de I’effet hémolytique

Les tests biologiques ont été réalisés sur les extraits hydroalcooliques préparés par
maceération, a partir de la partie aérienne de Marrubuim vulgare et d’Artemisia campestris.
Les figures 17 et 18 présentent 1’évolution de I’effet hémolytique, et les figures 19 et 20
présentent 1’évolution des taux d’hémolyse par absorbance, durant 45 min, dans un milieu
tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension érythrocytaire, incubée a 37°C, et en présence
des différentes concentrations des extraits de ces plantes (50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml et
200mg/ml), comparée a un tube témoin négatif (tube contenant que de PBS et la suspension

érythrocytaire), et un tube d’hémolyse total (HT) provoqué par 1’eau distillée.
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Evolution de I'effet hémolytique
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Figure 17 : L’évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) dans les tubes contenant une
suspension érythrocytaire en présence des différentes concentrations d’extrait brut

hydroalcoolique de la partie aérienne d’A.campestris, incubé a 37 °C durant 45 min, a 548nm.

PBS+ susp : témoin négatif (T-) ; HT : hémolyse total.
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Figure 18 : L’évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) dans les tubes contenant
une suspension érythrocytaire en présence des différentes concentrations d’extrait brut
Hydroalcoolique de la partie aérienne de M. vulgare, incubé a 37 °C durant 45 min, a 548nm.

PBS+ susp : témoin néegatif (T-) ; HT : hémolyse total.
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D’apres les résultats obtenus, nous avons enregistré des augmentations des absorbances
(taux d’hémolyse) des érythrocytes incubés et isolés dans du PBS (pH 7,4) en présence des
différentes concentrations d’extrait brut hydroalcoolique du M. vulgare et d’A.campestris. Ces
augmentations enregistrées sont en fonction des concentrations et de temps mais elles ne
dépassent pas une valeur de 0,60 et 0,20 respectivement, pour une concentration finale de
200mg/ml a 45 min d’incubation. Ces valeurs sont largement inférieures par rapport a

I’absorbance de tube d’hémolyse total, qui dépasse 1,46 a 45 min dans les mémes conditions.
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Figure 19 : Evolution de taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations d’extrait brut
hydroalcoolique de la partie aérienne d’A campestris, aprés 45 min d’incubation par rapport a
I’hémolyse total.

D’apres les résultats présentés dans la figure 19, nous avons noté des taux d’hémolyses
tres bas d’ordre de 2%, 3% , 4% et presque 8%, par rapport a ’hémolyse total pour les
concentrations 50 ; 100 ; 150 et 200 mg/ml, respectivement par rapport au témoin positif

(hémolyse totale). On remarque que ce taux est trés bas méme a une concentration élevée.
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Figure 20 : Evolution de taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations d’extrait brut
hydroalcoolique de la partie aérienne de M. vulgare, aprés 45 min d’incubation par rapport a
I’hémolyse total.

D’apres les résultats présentés dans la figure 20, nous avons noté des taux d’hémolyses
trés bas d’ordre de 3%, 6% et 8%, par rapport a ’hémolyse total pour les concentrations 50 ;
100 et 150 mg/ml, respectivement. Ce taux est moyennement élevé (d’ordre de 38%) a une

concentration de 200 mg/ml d’extrait étudié, par rapport au témoin positif (hémolyse total).
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La figure 21 présente la comparaison des taux d’hémolyse en pourcentage des deux plantes
M. vulgare et d’A campestris, aprés 45 min d’incubation a différentes concentrations
d’extraits
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Figure 21 : Evolution des taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations des deux
plantes étudiées apres 45 min d’incubation par rapport a ’hémolyse total.

En comparaison, nous avons constaté que 1’extrait de Marrubuim vulgare présente un effet
hémolytique tres élevé par rapport a 1’extrais d 'Artemisia campestris avec un taux d’hémolyse
comparé a I’hémolyse total égale a 38% et presque 8% respectivement.

La toxicit¢é d’une substance au niveau de 1’organisme dépend de la nature de la
substance, de la dose et de la durée d’exposition, les plantes sont aussi reconnues par leurs
effets toxiques, ce qui nous a mener d’étudier 1’effet hémolytique, in vitro, de ces plantes :

1) A souligner que Marrubium vulgare est une plante amére a caractére salin qui ne peut
Donc ne pas étre toléré (76).
Les résultats de 1’effet hémolytique d’extrait brut hydroalcoolique de la partie aérienne de M.
vulgare, préparé par macération, ont montré que cette plante présente un effet toxique trés
faible face aux érythrocytes isolés, avec un taux d’hémolyse qui ne dépasse pas les 8% a une
concentration de 150 mg/ml par rapport a I’hémolyse totale.

Cet extrait peut étre légerement toxique sur les érythrocytes isolés a une concentration de

200 mg/ml avec un taux d’hémolyse enregistré d’ordre de 38%.
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Ces résultats sont confirmés par I’étude de (137), qui ont enregistré un taux d’hémolyse
d’ordre de 5,4%, 45min aprés I’incubation d’une faible concentration d’extrait brut de M.
vulgare, par rapport I’hémolyse total.

2) Des travaux antérieurs ont mis en évidence l'activité d’Artemisia campestris comme
Agent de protection de lI'organisme, elle possede de nombreuses propriétés biologiques parmi
lesquelles on cite la plus importante : activité antioxydante prouvé par (65; 138), donc
I'intérét de la plante exige qu'une approche de sa toxicité puisse étre entreprise en vue de son
adaptation en tradithérapie, pour cela on ¢étudiée 1’effet hémolytique des extraits
hydroalcoolique de la partie aérienne d’Artemisia campestris.

Les résultats obtenus dans notre test montrent que d’Artemisia campestris ne possede
aucune activité hémolytique (I’apparition d’un taux d’hémolyse de 8% a une concentration
trés ¢élevé 200mg/ml et ce pourcentage est négligeable par rapport au taux d’hémolyse total)
Elle peut étre une source tres importante dans les domaines thérapeutiques et
pharmacologiques pour soulager les différentes maladies.

- Des anciennes observations indiqué la relation entre la richesse des plantes par les
métabolites secondaires et le pouvoir antioxydant qui joue un role primordial dans la
réduction de taux de la libération érythrocytaire et ¢a ce que prouvé (32 ; 139) dans son theme
qui mentionne que: les flavan-3-ols, épicatéchine et catéchine et leurs oligomeres
(procyanidines). Bien que ces flavonoides aient été rapportés pour réduire le taux de la
libération érythrocytaire induite par des radicaux dans des modeéles animaux expérimentaux,
on sait peu sur leurs effets sur hémolyse érythrocytaire humaine.

- L'analyse phytohimique des deux plantes qu’on est étudié a révélé la présence des
grands groupes chimiques que sont: flavonoides, les tanins ... .

IIs ont un pouvoir antioxydant, favorisent la régénération des tissus, diminuent la permiabilité
des capillaires sanguins et renforcent leur résistance a I'hémolyse (32).
La présence de ces grands groupes chimiques de par leurs propriétés, justifie la résistance a

I’hémolyse.
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Conclusion et perspectives

La phytothérapie peut constituer une meédecine alternative ou au moins comme un
complément a la pharmacie classique. La nécessité de trouver de nouvelles molécules reste
une priorité de santé publique.

De nos jours, un grand nombre des plantes aromatiques et médicinales possede des
propriétés biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en medecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments
inquietent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme

Le principal objectif portait sur la valorisation pharmacologique de deux plantes
issues de cette biodiversité végétale. Le choix de ces plantes était basé sur la fréquence de
leurs utilisations par la population locale.

Vu que I'étude bibliographique réalisée sur ces espéces a montré que l'on ne
disposait que de peu d'informations de nature chimique et/ou biologique. Pour pallier ce
manque d'informations, notre étude s'est focalisée sur les analyses qualitative et quantitative
de ses extraits.

Dans le présent travail, différents aspects d'Artemisia campestris et Marrubium
vulgare ont été étudies: quelques propriétés phytochimiques et I’effet hémolytique des extraits
bruts.

L'extraction de la partie aérienne de deux plantes a permis d'obtenir des rendements
avec un teneur en composés phénoliques, flavonoides était conséquente.

A lumicre des résultats obtenus dans notre étude, I’analyse phytochimique qualitative a mis
en évidence la présence des alcaloides, des tannins, des saponines, des flavonoides et des
composés réducteurs en quantités importantes. Cependant, il y a manque de coumarines, dans
les extraits méthanolique d'Artemisia campestris.

L’analyse quantitative de 1’extrait hydrométhanolique, est représentée par le dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides révélant une concentration de 3.972 pg/mg et 3,046
pg/mg en flavonoides pour I'Artemisia campestris et Marrubium vulgare respectivement, et
une concentration de 405.606 pug /mg et 208,102 pug/mg de polyphénols totaux d'Artemisia

campestris et Marrubium vulgare respectivement.

Certaines plantes utilisées a visée thérapeutique peuvent a fortes doses, présenter une
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menace pour la santé de I'nomme, l'intérét des humains exige 1’étude de ces toxicities.

Dans ce contexte, nous sommes intéresses a faire une étude phytochimique et évaluer
I'activité hémolytique des extraits de nos plantes vis-a-vis des globules rouges humains.
D’apres les tests biologiques, réalisés in vitro, sur des érythrocytes isolés du sang
humain, incubés dans un milieu tampon PBS (pH 7,4), en présence des différentes
concentrations d’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de ces plantes, nous avons
constaté que la Marrubium vulgare est faiblement toxique, par contre I'Artemisia campestris
ne posséde aucun effet hémolytique. Elles peuvent étre des sources trés importantes dans les
domaines thérapeutiques et pharmacologiques pour soulager les différentes maladies.
Finalement, tous ces résultats obtenus in vitro restent préliminaire et pas indicatif sur le
mécanisme réel par lequel agissent ces plantes sur les érythrocytes isolés du sang humain
En fin ce travail reste préliminaire et pas indicatif sur le mécanisme réel par lequel agit
cette plante sur les érythrocytes isolés du sang humain. Par conséquent, la réalisation d’autres
études complémentaires seraient nécessaires :
v Etude de la cytotoxicité, fuite cellulaire, par 1’étude de la pompe Na+/K+,
v’ La réalisation d’une étude phytochimique approfondie qui consiste en: la purification,
I’identification, caractérisation des compos¢s actifs ;

v’ Etude de la toxicité aigie et chronique, in vivo, sur un modéle animal
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Réactif de Wagner

2 gde KI et 1,27 g de I sont dissous dans 75 ml d’eau distillée, puis ajusté a 100 ml avec 1’eau
distillé.

PBS:

Phosphate buffered saline PBS est une solution tampon trés utilisé dans la recherche biologique
moderne. Contient le chloride sodium, sodium phosphate, la chloride de potassium et le
potassium phosphate.

Utilisé pour la maintenance de pH constant, 1’osmolarité et les concentrations d’ions de solution
toujours utilisé ceux d’étre humain (milieu isotonique), le PBS a beaucoup des utilisations parce

qu’il considére comme isotonique et non toxique pour la cellule.

Tableau 01: L’évolution de 1’absorbance des tubes contenant une suspension
érythrocytaire en présence des différentes concentrations d’extraits brut Artemisia
campestris hydroalcoolique de a 37°c durant 45 min a 548nm.

T- HT 50mg/ml | 100mg/ml | 150mg/ml | 200mg/mi
15(min) 0,025 1,446 0,047 0,073 0,089 0,092
30 (min) 0,028 1,457 0,063 0,079 0,094 0,122
45 (min) 0,036 1,468 0,064 0,088 0,098 0,149

Tableau 02 : L’évolution de taux d’hémolyse des différentes concentrations d’extraits brut
hydroalcoolique d’ Artemisia campestris apres 45 min d’incubation par rapport a I’hémolyse

total.
Concentration | HT 50mg/ml 100mg/ml 150mg/mll 200mg/ml
Taux 100 1,91 3,54 4,22 7,70
d’hémolyse %
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Tableau 03: L’évolution de I’absorbance des tubes contenant une suspension
érythrocytaire en présence des différentes concentrations d’extraits brut Marrubuim vulgare
hydroalcoolique de a 37°c durant 45 min a 548nm.

T- HT 50mg/ml | 100mg/ml | 150mg/ml | 200mg/mi
15(min) 0,025 1,446 0,055 0,076 0,07 0,145
30 (min) 0,028 1,457 0,067 0,096 0,081 0,254
45 (min) 0,036 1,468 0,08 0,131 0,159 0,596

Tableau 02 : L’évolution de taux d’hémolyse des différentes concentrations d’extraits brut
hydroalcoolique de Marrubuim vulgare aprés 45 min d’incubation par rapport a I’hémolyse total.

Concentration | HT 50mg/ml 100mg/ml 150mg/ml 200mg/ml

Taux 100 2,99 6,47 8,38 38,14
d’hémolyse %
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Le sang fraichement prélevé dans un tube héparine a partir d’un donneur sain

v
Centrifugation a 2400 tour durant 10 min

v
Marquer le volume du plasma et éliminer ce dernier
Culot récupéré+ PBS—> homogeénéisé HV Centrifugation a 2400 tour durant 10 min

Culot récupéré+ PBS—> homogénéisé Vv Centrifugation a 2400 tour durant 10 min

Culot récupéré+ PBS (le méme volume que le "plasma éliminé) — homogénéisé )

(En agitant legérement)

Sang lavé
Sang lavé diluée 20 500 pl de suspension érythrocytaire 250 pl de suspension
fois par le PBS + 1500 pl de PBS érythrocytaire+4750 pl d'eau
distillée
Mélanger doucement vortex
Suspension témoin négatif Hémolyse totale

Erythrocytaire

Figure 01 : préparation de suspension érythrocytaire, témoin négatif et positif (HT).
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Extrait hydroalcoolique +5ml de PBS

(50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml et 200mg/ml).

|
| ! ! |

50mg/m| 100mg/m| 150mg/ml 200mg/ml

£ & \¢ £ ¢: »g i,l{? ’$ ~£ iii ~:¢

|| <=

>
L

Dilution avec PBS

>
-)f
>
> -
S

Figure 02 : préparation des extraits.
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Suspension 100% Suspension Erythrocytaire
Hémolysé
l 2970 l 2970 pl 2970 ul 2970 ul
HT T- 50mg/ml 100mg/mi 150mg/ml 200mg/ml

t t ¢ t

Ajouter 30 pl d’extrait

Incuber les tubes dans I'étuve a 37 °C durant 45min
\4
Prélevement de 500 pl chaque 15 min et I’ajout de I, 5 ml de PBS

Centrifugation des tubes a 2000 tour par minute durant5 min

J

Lecture d'absorbance de chaque tube a 548nm a l'aide d'un spectrophotométre, contre
un blanc contenant du PBS.
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Théme

Contribution a 1'étude phytochimique et I’effet
hémolytique de deux plantes
Marrubuim vulgare et Artemisia campestris

Résumé

Ce travail porte sur I'étude des tests phytochimiques et I'étude d'effet hémolytique d'extraits
de deux plantes utilisées traditionnellement par la population de I’Est algérien pour traiter
plusieurs maladies, ces plantes sont Artemisia campestris et Marrubium vulgare.

Le criblage phytochimique réalisé sur les extraits méthanoliques de la partie aérienne de ces deux
plantes ont révélées leurs richesses en tanins, en flavonoides et en composées réducteurs et la
présence des alcaloides, des saponines, et des coumarines qui sont marquées négativement chez
Artemisia campestris.

L’étude quantitative des extraits bruts de deux plantes a révélé que 1’extrait méthanolique
d’Artemisia campestris est plus riche en polyphénols et en flavonoides avec des valeurs de
405,606+ 31,179 ug/ml et 3,972+0,927ug/ml d’extrait par rapport a 1I’extrait de Marrubium
vulgare on trouve des valeurs de 208,102+20,299ug/ml et 3,046+0,457ug/ml respectivement.
Qualitativement, I’analyse effectuée par CCM des extraits a montré la présence d’une multitude de
variété des flavonoides comme : flavonols, flavones, isoflavones, flavanones, anthocyanidine 3-
glycosides,...etc.

La recherche d'effet hémolytique a été effectuée pour différentes concentrations des deux
plantes dans une suspension érythrocytaire préparée a partir du sang humain incubé a 37 °C dans
un milieu tampon PBS a pH 7,4.

Les reésultats obtenus ont révélé que l'extrait d’Artemisia campestris présente un effet

hémolytique tres moindre par rapport aux extraits de Marrubium vulgare, avec un taux
d'hémolyse comparé a I'némolyse total égal a 8 % et 38 % pour Artemisia campestris et
Marrubium vulgare respectivement.

Mots-clés: Artemisia campestris, cytotoxicité, effet hémolytique, Marrubium vulgare, polyphénols.




	0 République Algérienne Démocratique et Populaire (1)
	01 D
	01 R
	01Table des matières 1
	01TB Liste des tableaux
	01TC Liste des figures
	01TD Liste abréviation
	01TE résumé
	01TF ABSTRACT
	01TJ
	1-1Introduction
	1introduction corrigée
	2C
	2chapitre 1
	3chapitre 2
	4 chapitre 3
	5
	5-1materiel et méthodes
	6 C
	6 Chapitre V                                                                        Résultats et discussion
	10 Conclusion générale
	10-conclusion corrigée
	11 Références bibliographiques
	11 Vuorela
	12-  Annexes
	12 annexe
	000000000000000000000

