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Introduction

Introduction

Les antipyrétiques de type anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) comme
Ibuprofen, Ketoprofen et 1’Aspirine sont largement prescrits en raison de leur efficacité dans
la prise en charge de la fievre. Cependant, leur utilisation thérapeutique a long cours est
souvent associee a des effets indésirables tels que les ulcéres gastro-intestinaux et
I’insuffisance rénale, (Corrado B et al.,2008) ainsi que pour les antioxydants commerciaux
utilisés qui étaient des antioxydants synthétiques, tels que le 2,3-ter-butyl-4-methoxyphenol
(BHA), 2,6-di-terbutyl-4-methylphenol (BHT), le tert-butyl hydroquinone (TBHQ) et le
propylgallate (PG), qui ont été suspectés parce gu'ils possédaient une certaine toxicité et qu'ils
étaient responsables des dommages causés dans le foie et de la carcinogenese. (Tawaha, K et
al.,2007).

Dans ce contexte, le recours aux ressources naturelles et plus particulierement aux
plantes médicinales devient une importante voie alternative a explorer (Chebaibil ,1986) afin
de découvrir des antipyrétiques et des antioxydants efficaces a moindre effets secondaires et
cela pour remplacer ceux qui sont synthétiques.

Les produits naturels occupent une place importante dans la découverte de nouveaux
médicaments. On estime que pres de 50% des agents thérapeutiques utilisés actuellement sont
de sources naturelles (plantes, champignons et animaux).

Pour I’OMS, plus de 80% des populations africaines ont constamment recours a la médecine
traditionnelle et a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de sante.
(Sofowora A, 1993).

L’Algérie, pays connu pour sa biodiversit¢ et son climat, dispose d’une flore
particulierement riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques, est une plate-forme géographique
trés importante qui mérite d’étre explorée dans le domaine de la recherche des molécules a
activité biologique originaires de plantes. (BOULDJADJ R, 2009).

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a étudier Maribium vulgare.L., famille
des Lamiacées communément connu par le nom Marriouth ou Marrube blanc, c’est une plante
spontanée trés répondu dans la région méditerranéenne. Elle est tres utilisée en médecine
traditionnel comme antispasmodique, antidiabétique, diurétique et en cas d’infections

respiratoires. Il est aussi employé pour combattre la cellulite et 1’obésité. Plusieurs de ces
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Introduction

utilisations traditionnelles ont été confirmés par des essais scientifiques ; le marrube blanc est
considéré comme antidiabétique. (BOUDJELAL A, 2013).

A cet effet, il constitue a notre avis, une source non négligeable de recherche de
substances naturelles a activité antioxydante et antipyrétique. Notre présente étude s’inscrit

dans cet objectif et elle a porté sur :

» Une ¢tude phytochimique qui a permis d’identifier certains groupes chimiques
bioactifs contenus dans les extraits aqueux et méthanoliques de la plante étudiée

Marrubium vulgare .

» FEtude quantitative afin d’estimer la quantit¢é des flavonoides dans [’extrait
méthanolique ainsi que la séparation des principaux flavonoides dans cet extrait par
I’utilisation de la chromatographie sur couche mince.

» Estimation in vitro de I’effet scavenger de 1’extrait méthanolique Vvis-a-vis du radical
libre DPPH°®.

» Evaluer D’activité antipyrétique d’extrait méthanolique et aqueux de Marrubium

vulgare in vivo chez des rats wistar.

Page 2
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Chapitre I. Partie Bibliographique

I. Géneéralités sur les plantes médicinales et les métabolites

secondaires

L’Algérie, pays connu pour sa biodiversité, dispose d’une flore particuliérement
riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique et
appartenant a plusieurs familles botaniques. Ce potentiel floristique constitué de plantes
médicinales, toxiques et condimentaires, est peu exploré du point de vue chimique et
pharmacologique. Acte effet, il constitue a notre avis, une source non négligeable de
recherche de substances naturelles. (Quezel, 1963).

La médication par les plantes ou phytothérapie, était d'usage courant dans les plus
Anciennes civilisations qui s'intéressaient aux vertus curatives de certains végétaux. On
peut dire qu'il s'agit d'une des premieres manifestations de I'effort immémorial de I'homme
pour comprendre et utiliser la nature. (Bosserdet et Rivolier, 1977).

1.1. Définition

Définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues veégétales dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses.
(Farnsworth et al., 1986).

Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde des fins médicinales,
ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les
plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré I’influence
croissante du systeme sanitaire moderne. (Eelgaj et al., 2007).

I.2. Principes actifs des plantes médicinales

Le métabolisme de la plante verte produit avant tous des glucides (sucres) et des
protides. Une fraction des glucides est ensuite transformée en composés divers dont les
lipides sont les plus importants pour la plante, mais le métabolisme fournit aussi plusieurs
corps secondaires que 1I’homme utilise dans son arsenal thérapeutique, il s’agit des
alcaloides, des hétérosides, des huiles essentielles et des tanins, les végétaux nous
fournissent également des vitamines, des oligoéléments, et des antibiotiques (champignons
microscopique). (Bruneton J, (1999).

1.3. La phytothéerapie
La phytothérapie fait partie des médecines parall¢les ou des médecines douces. C’est le

traitement ou la prévention des maladies par 1’usage des plantes. La phytothérapie est
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Chapitre I. Partie Bibliographique

I’usage courant dans les plus anciennes civilisations qui s'intéressaient aux vertus curatives
de certains végétaux. On peut dire qu'il s'agit d'une des premieres manifestations de I'effort
immeémorial de I'hnomme pour comprendre et utiliser la nature (Bosserdet et Rivolier,

1977). 1l existe différents types de la phytothérapie ;

» Aromathérapi thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de

plantes.

» Gemmothérapie Se fonde sur I’utilisation d’extrait alcoolique de tissus jeunes des

végétaux tels que les bourgeons et les radicelles. (Strange, 2006).

» Herboristerie Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. Elle utilise la plante soit comme décoction, infusion ou macération. Ces
préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante

seche que le sujet avale. (Strange, 2006).

> Phytothérapie pharmaceutique Utilise des produits d’origine végétale obtenus par
extraction et qui sont dilués dans 1’alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits
sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. lls sont
présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats. (Strange,
2006).
I.4. Les meétabolites secondaires des plantes médicinales
Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al, 1986). Qui sont utilisées pour prévenir,
soigner ou soulager divers maux.
Le métabolisme de la plante verte produit avant tous des glucides (sucres) et des
protides. Une fraction des glucides est ensuite transformée en composés divers dont les
lipides sont les plus importants pour la plante, mais le métabolisme fournit aussi plusieurs

corps secondaires que 1I”’homme utilise dans son arsenal thérapeutique. (Bruneton J, 1999).
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1.4.1. Définition des 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 role majeur dans 1’adaptation des végétaux a leur environnement. (Newman J. et Cragg

G.M., 2012).

Sur le plan agronomique, le réle de ces composés dans la protection des cultures est
connu (résistance aux maladies cryptogamiques, aux infections bactériennes, a certains

insectes).

D’un point de vue pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction
la plus active des composés chimiques présents chez les végétaux et on estime aujourd’hui
qu’environ 1/3 des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une telle
substance vegétale. Cette efficacité pharmacologique des métabolites secondaires s’est
traduite par le développement de médicaments majeurs sur les 30 derniéres années, tel que
le Taxotére, ou la Vinorelbine utilisés dans le traitement de certains cancers. (Gobbi R. et
Khebbaz W., 2014).

1.4.2. Les différents types des métabolites secondaires
Chez les végétaux, les composés secondaires regroupent plusieurs dizaines de milliers
de molécules différentes, généralement rassemblés en superfamilles chimiques tel que les

polyphénols, les terpénes, les stérols et les alcaloides, etc.
1.4.2.1. Les polyphenoles

Les polyphénols sont des composés phénoliques hydrosolubles et ayant outre les
propriétés habituelles des phénols, (Dangleset 1992 et al), ils sont produits par les plantes
afin d’accomplir des fonctions précises, les plus notoires étant : Défense contre les
moisissures et les bactéries phytopathogenes, la résistance a I’attaque des insectes et

I’attraction des pollinisateurs. (Bahorun, 1997).

Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes: Les flavonoides, Les acides
phénoliques de types benzoiques ou cinnamiques les tanins, les hydrolysables, Les

stilbenes, les lignines et les subérines , Ces classes montrent une extréme variété d’activités

Page 5
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biologiques (Queiroz-Monici et al, 2005), tel que; des activités anti-carcinogenes, anti-
inflammatoires, antiathérogénes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens,
antiviraux, (Babar et al, 2007), anti-allergénes, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008), et

antioxydants. (Gomez-Caravaca et al., 2006).
1.4.2.2. Les Flavonoides

Les flavonoides au sens large sont des pigments quasiment universels des végétaux
(Rice-Evans et al., 1996). Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs
classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les
flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les
aurones et les anthocyanes. Ces diverses structures se rencontrent a la fois sous forme libre
(aglycone) ou sous forme de glycosides. On les trouve, d’une manicre trés générale, dans
toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines,

tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits.

Les flavonoides sont largement connus par leurs activités antivirales,
antispasmodiques, anti tumorales, anti agrégation plaquettaires, antiallergiques,
hypocholestérolémiantes, anti-inflammatoires, anti-hypertensives et antimicrobiennes A
cOté des activités citées précédemment, Les flavonoides sont capables de moduler le
fonctionnement du systéme immunitaire (Middleton et Elliott., 1996), ils sont de puissants

inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T. (Mookerjee et al., 1986).

1.4.2.3. Lestanins

Les tanins sont des métabolites secondaires polyphénoliques tres répandus dans le
regne végétal, (Ghestem et al., 2001). (Khanbabaee et Ree,2001), hydrosolubles de masse
molaire entre 500-2000D. A la base de leur caractéristique structurale, il est possible de
diviser les tanins en 2groupes : Tanins condensés (pro-anthocyanidines) qui sont des
polymeéres ou oligomeres flavanique avec un degré de polymeérisation entre deux et plus de
50 unités (Khanbabaee et Ree,2001) et les tanins hydrolysables qui sont des oligo ou des

polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénolique.

Tous les organes végétaux peuvent en renfermer (I’écorce, le bois, les feuilles, les
fruits, les racines, les graines) (Khanbabaee et Ree ,2001). Les tanins sont présents dans
une variété de plantes utilisées dans I’alimentation notamment les céréales et [égumineuses

et les fruits comme (Peronny,2005). Le rdle biologique des tanins dans la plante est lié¢ a
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sa propre protection contre les infections, les insectes et les animaux herbivores
(Khanbabaee et Ree,2001), en plus de la protection contre les attaques fongiques et
bactériennes. (Peronny,2005).

Les tanins montrent plusieurs activités biologiques ils ont un effet anti-diarrhéique,
vasoconstricteurs, antiseptique, (Okuda et al., 1983), antioxydantes antiparasitaires,
antimicrobienne (Hatano et al.,2005). Les tanins ont aussi des propriétés proches de celles
des flavonoides : augmentation de la résistance capillaire, diminution de la perméabilité

capillaire et stabilisation du collagene. (Bruneton, 1999).

1.4.2.4. Les alcaloides

Les alcaloides sont des métabolites décrivent des matiéres protéiques. (M. Bouloux,
2000), On les trouve principalement chez les végétaux, mais aussi chez les animaux et chez
certains micro-organismes.

Leur structure chimique de base est un hétérocycle azoté sauf pour quelques substances
dans lesquelles I'azote est extra cyclique (c'est le cas de la colchicine et de I'éphédrine par
exemple). 1l existe plus de six mille alcaloides mais ce chiffre est en constante
augmentation (Judd et al., 2002).

Les alcaloides sont utilisés dans plusieurs méedicaments, ils affectent chez 1’étre
humain le systéme nerveux particulierement les transmetteurs chimiques tels 1’acétyl
choline, norepinephrine, acidea aminobutyrique (GABA), dopamine etla serotonine
d’autres effets pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles que 1’effet
analgésique(cocaine), anticholinergique (atropine), anti-malaria  (quinine), anti-
hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), depréssant
cardiaque et diurétiqgue narcotique (morphine), anti-tumeur et sympathomimétique
(éphédrine) . (Badiaga, 2011).
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1.4.2.5. Les Coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles connues, Il s’agit de composés a neuf
atomes de carbone possédant le noyau benzo (2 H) -1 pyrannone-2.(Hamimed S., 2009)
(SAIHIR.,2011) (Djemoui D., 2012). Les coumarines se localisent dans toutes les parties
de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines, elles sont
fréquemment a I’origine des hétérosides. (Benkiki, 2006).

Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les
radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. (Belfadel, 2013).

Les coumarines sont des composes aromatiques dérivant de 1’acide O-hydroxy-Z-

cinnamique, de méme que la coumarine elle-méme dérive de I’acide ortho-coumarinique.
(Mansour A., 2009)

1.4.2.6. Les Saponosides

Mot latin « sapon », I’herbe a savon. Ils sont des métabolites secondaires
hétérosidiques présents dans de nombreuses plantes et quelques organismes marins. Ces
molécules sont connues pour leur propriété tensio-active ou encore leur capacité a lyser les
globules rouges (hémolyse). ( Belfadel, 2013).

L’hydrolyse d’une saponine, par I’action d’un acide ou d’enzyme, produit un sucre ou
plusieurs (dont souvent le glucose) et un aglycone nommé sapogénine selon que cette
derniére étant, soit un triterpéne, soit un stéroide. On distingue les saponines triterpenes et
les saponines stéroidiques, certains auteurs distinguent une troisieme catégorie de saponines
; celles des amines stéroidiques qui sont traitées par d’autres comme des alcaloides

stéroidiques. (Saihi R., 2011).
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I1. Apercu bibliographique sur la plante étudiée : Marrubium

vulgare

Le genre Marrubium appartient a la famille des lamiacées, comprenant plus de 30
espéces différentes.

I1 .1. Description de la plante

Le Marrube vulgaire est une Arbuste, ligneuse, peut atteindre 60cm de hauteur,
d’aspect blanchétre trés rameux, a poils laineux appliqués, Sa tige rameuse, dure et presque
carrée, velue et grisatre est peu ou pas ramifiée. Ses feuilles petites arrondies en coin a la
base, faiblement dentées, tomenteuses sont vert blanchatre. Ses fleurs petites, blanches, en
glomérules compacts a 1’aisselle de bractéoles linéaires, pointues, & sommet crochu. Son
odeur est légérement aromatique ; sa saveur chaude est amere. (Lucienne D, 2007). La
plante est connue par le nom Marriouth en Algérie (Quezel et Santa, 1963), Merriwt au
Maroc (Bellakhdar, 1997), Marroubia en Tunisie (Boukef, 1986), En Anglais : Harehound
et en Italien : Marrubbio.

Photol. Vue générale de la plante de Marrubium vulgare prise a partir du site d’étude en
2016 ,(A) la plante entiere,(B) les fleurs ,(C) les feuilles.
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Il .2. Systématique de Marrubium vulgare

Selon Judd et al., (2002) la position systématique de 1’espéce Marrubium vulgare

est :
Régne Végétale
Embranchement Angiosperme.
Classe Eudicotylédones.
Sous-classe Gamopétale.
Ordre Lamiales.
Famille Lamiacées.
Genre Marrubium.
Espéce Marrubium vulgare L.

Nom vernaculaire algérien : Meriwet

11.3. Localisation et répartition

Elle pousse dans toute I’ Afrique du Nord et presque dans toute I’Europe, au centre et au
Sud ouestde 1’ Asie et aux Canaries. Elle est naturalisée dans I’ Amérique du Nord et dans
L’ Amérique du Sud. (Bonnier, 1909). En Algérie C’est une plante qu’on rencontre un peu

partout en Algérie.

Figurel. La répartition de Marrubium vulgare en Algérie et dans la zone d’étude
(daira de chechar wilaya de khenchela).
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Il .4. Les Métabolites secondaires de la plante

La partie aérienne du marrube blanc contient plusieurs métabolites secondaires tels
que les diterpenes dont la marrubine responsable de la majorité des propriétés biologiques
du Marrubium vulgare (Citoglu G et al.,2002), les flavonoides (apigénine et lutéoline)
(Nawwar M et al.,1989), ainsi que plusieurs phenylpropanoides esters tels que les
verbascosides (Papoutis Z et al.,2006) ,Tanin, huile essentielle et un principe

amer :lamarrubine.(Lucienne D, 2007).

Il .5. Utilisation en médecine traditionnelle

Dans I'Egypte de la haute Antiquité, le Marrube blanc était déja reconnu pour ses
propriétés apaisantes contre la toux. On s'en servait également comme insectifuge et
comme antidote contre plusieurs poisons. Les Grecs de I'Antiquité I'utilisaient contre les
morsures de chiens enragés. En médecine ayurvédique (Inde), chez les aborigenes
d'Australie et les Amérindiens d’Amérique du Nord, le Marrube servait a traiter les
infections des voies respiratoires. John Gerard, herboriste élisabéthain du XVle siecle, le
recommandait contre les sifflements respiratoires. Nicholas Culpepper, médecin herboriste
anglais du XVllesiecle, Cette plante est traditionnellement utilisée dans le traitement
symptomatique de la toux et au cours des affections bronchiques aigues et bénignes. Elle
est considérée comme expectorante et fluidicatrice des sécrétions bronchiques en cas de
toux productive. Elle donne des résultats satisfaisants dans le cas des bronchites et les
inflammations de la gorge, elle pourrait étre antispasmodique et tonique amer.

Selon les populations anciennes, le Marrube aurait une action hypoglycémiante.
(Roman et al.,1992, Novaes et al., 2001). Cependant, les résultats d’un essai conduit
récemment au Mexique sur 43 sujets diabétiques qui résistaient au traitement classique
révelent que le Marrube n’a pas eu d’effet significatif sur la glycémie (Herrera et al.,
2004). La prudence s’impose tout de méme pour I’heure. Il n’y a pas eu sur le Marrube
d’essais cliniques en double aveugle. Ses usages sont des usages traditionnels bien établis
et des études pharmacologiques sur I’animal. On recommande généralement aux femmes
enceintes d'éviter le Marrube blanc parce que, selon la Commission Européenne, la plante
stimulerait l'utérus et pourrait avoir une action abortive. Selon la méme source
(Commission Européenne) le Marrube ne posséde jusqu'a present aucun effet indésirable.
Les vertus curatives de 1’espéce Marrubium vulgare sont sans doute liées a 1’existence de

certaines substances chimiques dans la totalité de la plante.
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I11. La fievre

La fiévre est une réponse normale et adaptative de I’organisme a une agression
de nature variable, souvent infectieuse, et s’intégre a une réaction de défense plus
vaste : la réaction inflammatoire aigué. Les médiateurs de la fiévre sont
principalement produits par 1’hote et correspondent a des cytokines pyrogenes
comme [D’interleukine-1, le TNFa (tumour necrosis factor), I’interleukine-6 et les
interférons, qui agissent sur 1’hypothalamus par le biais des prostaglandines E2.
Bien que conservée tout au long de I’évolution des espéces, la fiévre confére a

I’homme un avantage qui n’est pas clairement établi. (Gilles K, 2002).

I11.1. Définition

La fievre est définie par une élévation de la température centrale au-dessus de 38°C, en
I’absence d’activité physique intense. (Robin E, 2014), Elle refléete une élévation de la
température du « thermostat hypothalamique », par contre I’hyperthermie est une élévation
de la température corporelle qui ne dépend pas de la commande hypothalamique. Elle
correspond a une dysrégulation des mécanismes périphériques de perte et/ou de production
de chaleur. (Gunard H, 2001) (Ganong W, 2005). Elle peut étre provoquée par une
température extérieure élevée, une diminution de la sudation ou une insuffisance d’apports

hydriques. (Gimprel E et al., 2000).

I11.2. La physiopathologie de la fievre
La température corporelle humaine est fixée par un thermostat situe au niveau du
cerveau : c'est I'hypothalamus. La température corporelle s'adapte a la température
extérieure et aux conditions climatiques grace a lui.
L’hypothalamus envoie des informations vers la périphérie, a destinée corticale, et qui
entrainent des modifications du comportement pour s'adapter a la température extérieure
(se couvrir, se découvrir, boire...) et vers les tissus périphériques (peau, foie, muscles...) via

des neurones efférents pour contréler la production de chaleur.

Au niveau du sang circulant, il y a des substances qui induisent la fievre (substance

pyrogene).
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111.2.1. Les substances pyrogénes
La fievre résulte de I’augmentation de la température du thermostat hypothalamique
sous I’effet de substances sanguines dites pyrogénes. On distingue des pyrogenes exogenes

et endogeénes. (Dinarello CA et al.,1988).

111.2.1.1. Les pyrogénes exogenes

Les pyrogenes exogenes sont des molécules de poids moléculaire de 300 kDa, d'origine
microbienne ; Les bactéries Gram — produisent des lipopolysaccharides (LPS) et les
bactéries Gram+ produisent des toxines. Les pyrogeénes exogenes sont reconnues par des
récepteurs présents a I’état basal sur les cellules de I'organisme, en particulier les cellules

phagocytaires. (Dinarello CA et al.,1988).

111.2.1.2. Les pyrogénes endogenes

Dans les années 80, ils ont identifié la nature des pyrogénes endogénes, qui sont des
cytokines comme linterleukine IL-1 B et IL-6, le TNF a (Tumor Necrosis Factor) et
I’interféron o et p (IFN a et B)Les pyrogenes endogénes sont reconnus par des récepteurs
specifiques qui transmettent des signaux au niveau de la cellule, qui conduisent a
I'activation de facteurs de transcription dans la cellule permettant la production des
prostaglandines E2, via I'hydrolyse de l'acide arachidonique et d'autres mécanismes

d'actions. Ils induisent la réponse inflammatoire. (Robin E,2014).

111.2.2. Mécanismes d’apparition de la fiévre

Les cytokines et LPS augmentent la température du thermostat hypothalamique. Les
cytokines circulantes viennent au contact de I’hypothalamus et, sans pénétrer dans le
systeme nerveux central, activent les cellules endothéliales des organes, qui possédent des
récepteurs membranaires pour les cytokines produisent ainsi de grandes concentrations de
prostaglandines E2 (PGE2). Les PGE2 pénctrent dans I’hypothalamus, activent les cellules
hypothalamiques en se fixant sur leurs récepteurs spécifiques EP-3, induisant ainsi la
production du neurotransmetteur adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et

I’augmentation de la température du thermostat. Figure2.
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Figure2. Mécanisme de la fiévre (Robin E,2014)

111.3. Les systéemes antipyrétiques

Ce sont des médicaments a action symptomatique qui atténuent ou abolissent les
sensations de la fievre sans provoquer une perte de conscience ou une dépression des autres
sensations. Ils constituent une famille hétérogene du point de vue chimique et
pharmacologique. Agissant sur le systeme nerveux central (dans le cas de la fievre).
Exemples d'antipyrétiques : paracétamol, classe des anti-inflammatoires non stéroidiens

(AINS), acide acétylsalicylique (aspirine), ibuproféne, quinine. (Gunard H, 2001).

111.3.1. Mode d'action des antipyrétiques

L'aspirine, le paracétamol et les anti-inflammatoires bloquent la synthese des PG a partir de
I'acide arachidonique en agissant sur la cyclooxygénase. Ils n‘agissent que sur la fiévre.
Les corticoides agissent plus haut, en inhibant la synthese de I'acide arachidonique a partir de
phospholipides membranaires en agissant sur la phospholipase A2. Cela leur permet d'avoir une
action sur la réponse inflammatoire. Le résultat final est le méme : la diminution de la

température. (Robin E,2014).
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Figure3. Mode d’action des antipyrétiques (Robin E,2014)
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V1. Radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants

L’oxygéne (O,) est indispensable a la plupart des espéces vivantes, fournit un énorme

pouvoir métabolique pour la production d’énergie. Cependant, en raison de sa conformation
chimique, la molécule d’O;, peut, dans certaines circonstances, s’avérer toxique. Cette
toxicité est induite des éléments réactifs, instables et pro-oxydants : les radicaux libres de
I’oxygéne (RLO) ou espéces réactives de 1I’oxygene (ERO) Dérivés pour la plupart de 1’0,
et produits par divers mécanismes physiologiques ; ils sont utiles pour I'organisme a dose
raisonnable.
Inopportunément, ils peuvent induire des dommages oxydatifs souvent irréversibles au
niveau d’un grand nombre de substrats biologiques. Afin que les ERO n’exercent pas de
fagon incontrolée leurs effets délétéres, 1’organisme dispose d’un vaste réseau de defense
constitué par les antioxydants (AO). Dans les circonstances quotidiennes normales, des
ERO sont produits en permanence en faible quantité, et cette production physiologique est
parfaitement maitrisée par les AO qui sont produits d'ailleurs en fonction des radicaux
géneérés. La balance oxydants/antioxydants est alors en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que
ce soit par déficit en AO ou par suite d'une surproduction d’ERO, le déséquilibre observé
correspond au "stress oxydatif. (Halliwell B, 2013).

V1.1. Le stress Oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques
de production des EROet ceux qui sont responsables de leur contrdle et élimination Ce
(Sayre L.M et al.,2008) ,déséquilibre peut se produire quand le systtme de défense
antioxydant est surmené par 1’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont
affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink N, et
al.,2008), L’équilibre ou homéostasie redox est perturbé et les cellules deviennent

vulnérables aux attaques par les ERO. (Mac Laren D,2007).
V1.2. Les radicaux libres

Par définition, un radical libre est défini comme toute molécule ou atome possédant
un ou plusieurs électrons non apparié€s, capables d’exister sous forme indépendante,
contenant au moins un électron libre sur sa couche externe; Cela qui augmente
considérablement sa réactivité par necessite de se combiner avec un autre électron pour

atteindre la stabilité selon un phénomeéne d’oxydation(Mac Laren D et al.,2007),Sa durée
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de vie est tres courte (quelques millisecondes voir quelques nanosecondes) et il est
symbolisé par un point qui indique ou 1’électron libre se Situe (exemple : *OH) (Sayre L et
al.,2008). Les principales espéces réactives de 1’oxygeéne sont: le radical superoxyde (O;"),
le radical hydroxyle (OH’), le monoxyde d’azote (NO), mais aussi certains dérivés

oxygenés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde
d’hydrogéne (H20,). (Roberts R et al.,2010).

Lumitre UV oxydases

Oxygéne singulel xygéne roxyde d'hydrogénes
Superoxyde
Arginine Cycles redox divmutases myéloperoxidase
MNADPH ox
mitochondrie

NO® 0, HOC1

Fei+
Monoxyde d'azote Amnion superoxyde

ONOO OH"

¥

pPeroxynitrite Readical hydroxyle

N\

Nitration des Activation Oxydation Peroxydation {Ixydation de
protéines des cascades des protéines lipidigue I"ADN
de kinases

Figure4.Formation des espéces réactives de I’oxygéne (ERO) et nitrogéne (ERN)
(Codoner-Franch P et al., 2010)
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V1.2.1. Source des radicaux libres
On distingue deux sources des radicaux libres
VI1.2.1.1. Les sources endogenes

L’une des sources majeures des ERO est la chaine respiratoire mitochondriale. Cette
production résulte de I’addition d’un électron a I’oxygene moléculaire. Une telle réaction

est catalysée par le cytochrome oxydase mitochondrial. (Marfak A,2003).
O2+1°- ——» Oye- (Marfak A,2003)

D’autre part les ERO peuvent se produire au cours des processus pathologiques ou
la production du radical répond a une stimulation et intervient dans le processus
inflammatoire (NADPH oxydase et xanthine oxydase) (Antwerpen P.V,2006). Les cellules
phagocytaires activées sont le siége d’un phénoméne appelé “explosion oxydative”,
consistant en I’activation du complexe NADPH oxydase, enzyme capable d’utiliser
I’oxygeéne moléculaire pour produire de grandes quantités d’anions superoxydes au niveau
de la membrane cellulaire. Ce mécanisme lorsqu’il est controlé est capital dans la lutte
infectieuse car il permet la phagocytose des bactéries et des corps étrangeres (Favier
A,2003). D’ailleurs le systéeme xanthine/xanthine oxydase permet aussi la production de

I’anion superoxyde :

Xanthine oxvdase
Xanthine + 20, + H,0 » acide urique +20,- = +2H+

(Marfak A,2003)

Une autre espece réactive oxygénée produite au cours de I’inflammation est le
peroxyde d’hydrogene (H2O;) ; en vue de réagir directement ou de produire 1’acide
hypochloreux par I’intervention de myéloperoxydase (HCIO). Cette espéce est caractérisée
par un pouvoir oxydant nettement plus élevé que le H,O,.

myeloperoxydase
H3+O + H,O,+ClI- 5 HCIO +2 H,0 (Favier A,2003)
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Le monoxyde d’azote est produit aussi par un systéme enzymatique NO synthétase
(NOS), a des fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les

macrophages. (Favier A,2003).

D’autres systémes sont capables de produire les ERO, citons par exemple : les
réactions catalysées par les lipooxygénases et cyclooxygéenases dans la voie de synthese des
leucotrienes, et prostaglandines ( Babior B.et al.,2002) ; les aldehydes oxydases ou les
protéines hémiques qui peuvent oxyder leur fer (1) en fer (111) avec production du radical
O2-(Antwerpen P.V,2006).C’est ainsi 1’auto-oxydation des monoamines (dopamine,
épinéphrine, et norépinéphrine) ; et ’hémoglobine en présence de traces de métaux peut

¢galement étre a 1’origine de la production des ERO. (Gueye P.M,2003).
V1.2.1.2. Les sources exogenes

L’organisme humain est soumis a I’agression de différents agents capables de donner
naissance a des radicaux libres. Les rayonnements UV (ultra-violet) induisent la synthése
de radicaux libres et de molécules génératrices de radicaux libres par I’intermédiaire
d’agents photo-sensibilisants. Les radiations ionisantes provoquent également la génération
de radicaux libres dérivés de I’oxygene (Afonso V,2007). L’ingestion d’alcool est suivie de
la formation de radicaux libres selon divers mécanismes (Hadi M,2004). Des toxiques tels
que ’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO,), présents dans notre environnement
(goudron, tabac, polluants industriels), sont responsables d’une auto-oxydation des acides

gras polyinsaturés des alvéoles pulmonaires. (Hadi M,2004).
V1.2.2. Roles biologiques des radicaux libres

Les ERO remplissent en effet de trés nombreuses fonctions utiles qui a part la
phagocytose, ont été découvertes récemment. Les radicaux libres participent au
fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogénes, a la destruction par apoptose des cellules
tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones
et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule, a la régulation des genes
(Favier A,2003), a la production énergétique, au reglement de la croissance des cellules et

a la signalisation intracellulaire. (Ardestani A et al.,2011).
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V1.2.3. Les maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant
certains genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies :
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigie,
cedéme, pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,

rhumatisme,l’athérosclérose, le diabéte etc....(Atawodi S et al.,2003).

V1.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques d’ERO (Vansant, 2004). Notre
organisme réagit donc de fagon constante a cette production permanente de radicaux libres
et on distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour

détoxifier la cellule. (Favier, 2003).

V1.3.1. Les antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense trés
efficaces puisque les enzymes ont la propriété de pouvoir réaliser un travail de facon
permanente. Cette ligne de défense (Figure5) est constituée de superoxyde dismutase
(SOD), de catalase (CAT) et de glutathion peroxydase (GPX) (Lehucher-M, 2001). Ces
enzymes antioxydantes permettent 1’élimination des radicaux libres primaires. De ce fait
elles préviennent la formation des radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique. (Dacosta, 2003).

V1.3.2. Les antioxydants secondaires

Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule d’antioxydant piége un seul
radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule d’antioxydant doit donc
étre régénérée par d’autres systemes. (Dacosta, 2003).
Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
incluent : la vitamine E, l'acide ascorbique, la p-carotene, les flavonoides, les composés
phénoliques, ...etc. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité

et elles ont également une capacité de lier les acides gras libres. (Kohen et N, 2002).
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/ R. libres primaires R . libres organiques
ROO.

Antioxydants primaires Antioxydants organiques

SOD
catalase
peroxydase

Vitamine E/C
Glutathion
polyphenols

Figure 5. Les systemes de défense contre les radicaux libres (Dacosta, 2003)
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V. les Flavonoides

V.1. Définition

Les flavonoides occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, sont des
métabolites secondaires ubiquistes des plantes. 2 % environ du carbone organique photo-
synthétisé par les plantes, soit quelques 109 tonnes par an, est converti en flavonoides.
(Tapiero H et al.,2002).Les flavonoides présents dans différentes parties des végétaux
supérieurs selon le type de 1’espece : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines,
bois...etc. Aussi, ils varient quantitativement et qualitativement selon le stade de
développement du végétal. (Tapiero H et al.,2002).ils peuvent étre considérés parmi les
agents responsables des couleurs de plante a c6té des chlorophylles et caroténoides.
(WICHTL, 2009).

V.2. Structure des flavonoides

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone, a 15
atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques, que
désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygené, que désigne la
lettre C, portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. (Figure 6). Les
flavonoides existent sous forme libre dite aglycone (WICHTL , 2009). Ou sous
forme d’hétérosides, chacun portant une ou plusieurs groupes hydroxyles

phénoliques et reliées par un pont carboné. (HELLER, 1993).

(A) (B)

Figure 6. Structure de base des flavonoides ; (B) : Schéma simplifie des flavonoides
(Lugasi et al.,2003)
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V.3. Classification des flavonoides

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules Selon les variations

hétérocycle oxygéné « C » Les différentes classes des flavonoides sont représentées dans le
tableaul.

Tableaul. Les différentes classes et structure des flavonoides

Classe Structure Exemple
Lutéolol (OH:5,7,3°,4"),
FLAVONE Apigénol (OH:5, 7,4°).
2-phénylchromen-4-one
Quercétol, Kaempférol,
FLAVONOL Myricétol, Fisétol.
3-hydroxy-2-
phénylchromen-4-one
= | dihydro-
FLAVANONOL QT kaempféroldihydroquercétol
@;“*OH
]
3-hydroxy-2,3-dihydro-2-
phénylchromen-4-one
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_ Naringétol, Eriodictyol,Butine
FLAVANONE o j
lu“\ \K\"

8]

2,3-dihydro-2-

phenylchromen-4-one

Hispidol,Aureusidine,

AURONE Sulfurétine, Maritimetine.
CHALCONE Iso-liquiritigénine,
4
Butéine.
Phlorétine.
DIHYDRO CHALCONE ‘
O

V.4. Proprietés des flavonoides
V.4.1. Propriétés physiologiques pour les plantes

Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes et
notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un
effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape
fondamentale de sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides, en
repoussant certains insectes par leur golt désagréable, peuvent jouer un r6le dans la

protection des plantes. (Rehman A et al .,1999).
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V.4.2. Propriétés thérapeutiques

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activités antivirales, antitumorales
(Rizzo AM et al,2011), anti carcinogenes (Lehucher et al.,2001), anti-
inflammatoires (Halliwell B et al .,2006), hypotenseurs, diurétiques (Kohen R et
Nyska A;2002)et antioxydantes .(Flora S,2009).

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en
inhibant I'enzyme aldose réductase (Gardés.A et al.,2003). Certains flavonoides
peuvent entraver l'athérosclérose et par conséquent réduisent le risque des

maladies cardiovasculaires. (Ito N et al.,1985).
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Chapitre II. Matériel et Méthodes

Chapitre 1. Matériels et Méthodes

Notre travail expérimental ayant pour objet 1’étude de Dactivité antipyrétique et
antioxydante de la Plante médicinale Marrubium vulgare. L’étude expérimental a été

effectuée au sein du laboratoire de Biochimie, Université Abbés Laghrour - Khenchela.

. Matériels

I.1. Materiel biologique (Echantillonnage)
1.1.1. Matériel vegetal

Il est constitué d’extrait méthanolique et aqueux de la partie aérienne de la plante
médicinale Marrubium vulgare récolté dans la région de Chachar wilaya de Khenchela en
2016 et identifiée par M" Zeraib A docteur a I’université Abbés Laghrour - Khenchela.

1.1.2. Matériel animale

L’activité antipyrétique de 1’extrait méthanolique et aqueux a été reéalisée sur des rats
Wistar albinos males provenant de I’institut Pasteur d’Alger, Algérie, pesant entre 130-190g
les animaux sont répartis en 4 lots ayant libre acces a 1’eau et a la nourriture. Les animaux

destinés au traitement sont préalablement mis en période d’adaptation allant de 7 & 15 jours.

1.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces
produits : FeCls, acide sulfurique (H,SO,), HCI, acide acétique, NaOH, NH,OH, KI, I, NaCl,
AICl;, FeCls, Quercétine, méthanol, n-butanol, acétate d'éthyle, chloroforme proviennent tous
de Sigma-Aldrich.

Parmi D’appareillage utilisé: Rotavapeur(HAHNVAPOR), spectrophotomeétre UV-Vis a
double faisceau (JENWAY 6305 UV/VIS),Chambre d’observation UV(VILBER
COURMAT), Bain Marie(MEMMERT), Etuve, Agitateurs magnétiques(SCILOGEX),
vortex(VELP), Autoclave et Balance (OHAUS).
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I1. Méthodes

I1.1. Méthodes concernant le matériel végétal
11.1.1. Préparation de I’extrait méthanolique

Les parties aériennes (feuilles, fleures et tiges) de la plante ont été bien nettoyées et
séchées a température ambiante et a 1’abri de ’humidité et de la lumiére du soleil pendant 15
jours. Enfin, la plante séche a été pulvérisée a I’aide d’un broyeur électrique pour obtenir une
poudre fine pour qu’elle soit préte a I’utilisation. La méthode de Markham (Markham K. R.,
1982), était suivie pour la préparation d’extrait méthanolique; 3069 de la poudre végétale est
introduit dans un bécher qui contient le mélangehydroalcooliques; méthanol /H,O (7:3)
pendant une nuit (macération alcoolique). Cette technique est effectuée quatrefois, suivie
chaque fois d’une filtration. Le méthanol est ensuite éliminé du filtrat par évaporation sous
pression réduite a 55 °C dans un Rotavapeur (HAHNVAPOR) pour obtenir I’extrait brut
méthanolique. (Markham K. R., 1982).

I1.1. 2. Préparation de I’extrait aqueux

La préparation de cet extrait consiste a macérer 80 g de la partie aérienne de poudre
végétale dans 2L d’eau distillée. Le macérat est homogénéisé pendant 24 heures a 1’aide d’un
agitateur magnétique de type (SCILOGEX). L’homogénat est filtré successivement 2 fois sur
du coton hydrophile puis une fois sur du papier filtre Wattman N°1. Le filtrat obtenu est
évaporé a ’aide d’une étuve de type (MEMMERT) a 50°C pour donner une poudre qui
constitue EARM. (Moroh J et al., 2008).

11.1.3. Screening chimique de la plante

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 I’extrait brut méthanolique et I’extrait aqueux de

la plante Marrubium vulgare.
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11.1.3.1. Recherche des tanins

2 a 3 gouttes de la solution de FeCl; a 2%, sont ajoutées a 2 ml de I’extrait brut. La
solution obtenue est reposée pendant quelques minutes. Le test est considéré positif s’il ya

I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité. (Edeaga H et al., 2005).

11.1.3.2. Recherche des saponosides

» Test1:5 mlde I’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 (Edeaga H et al., 2005).

» 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 triterpéneshétérosidiques (Benmahdi A, 2001).

11.1.3.3. Recherche des flavonoides
5 ml de I’extrait sont traités avec quelques gouttes d’AlCl; (1%). La présence des

flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune (Benmahdi A, 2001).
11.1.3.4. Recherche des composeés 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 FeCls sont ajoutés a 1 ml de
I’extrait. La présence des composés réducteurs est confirmée par la formation de deux phases,
une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxieme en bleu-vert (acide sulfurique).
(Edeaga H et al., 2005).

11.1.3. 5. Recherche des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou 1’absence des alcaloides sels. 5 ml
d’HCl (2N) sont ajoutés a I’extrait et chauffer dans un bain marie. Aprés la
Filtration, le filtrat est trait¢é avec le réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’'I,
solubilis¢ dans 100 ml d’eau distillée). La présence de turbidité ou de précipitation

indique la présence des alcaloides sels. (Benmahdi A, 2001).
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11.1.3. 6. Recherche des anthraquinones

Quelques gouttes de la solution aqueux de KOH (10 %) sont ajoutés a I’extrait, aprées
agitation la présence des anthraquinones est confirmée par le changement de couleurs de la

phase aqueuse vers le rouge. (Rizk ,1982).

11.1.3. 7. Recherche des quinones

Placer 1 g d’échantillon de la poudre de plante dans un tube a essai et ajouter 15 a 30 ml
d’éther de pétrole apres agitation, La solution obtenue est reposée pendant 24 heures. Apres la
filtration, le filtrat est traité avec quelque goutte de NaOH (10%) Le test est considéré positif

s’il ya I’apparition d’une coloration rouge violet dans la phase aqueuse. (Ribérreau,1968).

11.1.3. 8. Recherche des coumarines

La mise en évidence des coumarines se fait selon la méthode décrite par (Benmahdi A,
2001). Placer 1 g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec
un papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques
minutes. Ajouter 0,5 ml de NH40OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et
examiner sous la lumiere ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des

coumarines.

11.1.3.9. Recherche des stéroides -Test de Liebermann-Burchard-

100 mg de I'extrait sont mélangés avec 3 ml de chloroforme et 4 gouttes d'anhydride
acetique et d'acide sulfurique concentré. Le développement d'une coloration bleue a l'interface

confirme la présence des stéroides (Bruneton, 1999).

11.1.3.10. Recherche des composés phénoliques

100 mg de P’extrait sont melangés avec 3 ml d'éthanol et 5 gouttes de FeCls. Le
développement de la coloration bleue verdatre confirme La présence des composés

phénoliques. (Bruneton, 1999).
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11.1.4. Etude quantitative- Dosage des flavonoides-

Les flavonoides de 1’extrait méthanolique de Marrubium vulgare a été quantifiés par la
méthode du trichlorure d’aluminium (Boharun T et al., 1996); 1 ml de I’extrait (préparés
dans le méthanol pour avoir des concentrations convenables) a été ajouté a 1 ml de la solution
d’AlCl3 (2 %, dans le méthanol). Apres 10 minutes d’incubation, I’absorbance a été lue a 430
nm. La concentration des flavonoides dans I’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
I’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).

11.1.5. Etude qualitative
11.1.5.1. Chromatographie sur couche mince

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 hypothese de structures.

Il. 1.5.2. Protocole de CCM sur gel de silice

Les analyses par CCM ont été effectuées sur 1’extrait methanolique avec des plaques

de gel de silice, sur support rigide en aluminium.

L’EMMV est déposé a ’aide d’une micropipette (2 pl) a des points reperes a 1.5 cm du
bord inférieur de la plaque. Ensuite, les plaques sont placées dans les cuves de développement
dans lesquelles se trouve un systéeme de solvants approprié appelé phase mobile, a environ 0,5

cm de hauteur. La migration est effectuée par 1’utilisation des systémes suivants :

» Systeme 1. Butanol/ Acide acétique/ Eau distillée (4 :1:5)
» Systéme 2. Acide acétique/ Eau distillée (15 : 85)
» Systeme 3. Acétone/ Eau distillée (1: 1)
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> Systeme 4. Acétate d’éthyle/ Ac formique/Ac acétique/ Eau distillée (100 :11 :11 :26)
» Systeme 5. Chloroforme / Acétone/ammoniaque 10% (80 :40 :18)

Apres developpement dans une cuve en verre et séchage, les plagues ont été observées
sous lampe UV a 254 et 365 nm. Les couleurs des spots ont été enregistrées ainsi de méme

pour les Rf.
11.1.5.3. 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.

11.2. Etude des activités biologiques des extraits de Marrubium vulgare

11.2.1. Estimation in vitro de ’effet scavenger de I’extrait méthanolique vis-a-vis du
radical libre DPPH®

La capacité¢ de I’extrait a piéger les radicaux libres est déterminée par une méthode
colorimétrique, simple et rapide. La méthode de Koleva (Koleva et al.,2002). Utilise le
radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) qui, & I’état stable, posséde une
coloration violette foncée, cette derniére devient jaune péle, a 1’état réduit du radical Figure7.

Ce changement de couleur est traduit par une décroissance du radical DPPH® a 517 nm.

F

MO, MNO,
DPFPH (ox) DPPH (red)
. F'll.ll‘l.'fll.' _".'q,']ll:!'\'\-' A
A B

Figure7. Structure de radical DPPH’ (A) Forme radicalaire (B) Forme réduit (Koleva et
al.,2002).
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11.2.1.1. Réalisation de ’essai

Le DPPH° 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (C1sH12Ns0g) est solubilisé dans du méthanol
absolu pour avoir une solution de 100pM.

A partir d’une solution méthanolique mére de C;= 40 mg/ml de I’extrait, les dilutions
suivantes ont été preparees : C2 = 20mg/ml, C3= 10mg/ml, C4= 5mg/ml, C5=3mg/ml, C6= 2
mg/ml, C7=1 mg/ml, C8= 0.5mg/ml, C9= 0.250 mg/ml, C10 : 0.125mg/ml.

A chaque volume de 1,5 ml de la solution méthanolique du DPPH®, un volume de 15 pl de
chaque concentration préparée de l’extrait est ajouté. Aprés agitation et incubation a la
température ambiante pendant 15 min, les densités optiques des mélanges réactionnels sont
mesurées par le spectrrophotometre a 517nm contre un blanc préparé dans les mémes

conditions par le méthanol.

L’activité antioxydante est comparée a celle d’un flavonoide commercial qui est la

quercetine qui est a son tour déterminée de la méme facon que celle de 1’extrait.
11.2.1.2. Expression des résultats

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH’ de 50%,
les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du DPPH’ et donnés selon la formule

suivante :
Activité anti-radicalaire % = [(As— Ag) / Ag] X100

Ag ot Ae sont les valeurs de I’absorbance du blanc et de 1’échantillon respectivement a 517

nm. Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures + écart type.
11.2.2.Etude de Pactivité antipyrétique

20 Rats wistar sont utilisés pour 1’étude de I’activité antipyrétique d’extrait méthanolique
et aqueux de Marrubium vulgare. Les rats sont places a jeun pendant 24 H avant
I’expérience. L'hyperthermie est induite par I’injection Sous-cutanée d’une suspension
aqueuse de levure de biere a 20% a la dose de 10ml/kg poids corporel, Les températures

rectales sont prélevées 18 H apres I'injection de levure a I'aide d'un thermomeétre. Les animaux
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qui ont montré une augmentation de 0.3 a 0.5°C ont été sélectionnés pour 1’activité

antipyrétique (Bhowmick R et al., 2014).

Les rats sont répartis en 4 lots:

>

Lot 1 (Témoin: 5 rats) : animaux recevant I’cau saliné seulement (10ml/Kg poids
corporel) par gavage.

Lot 2 (paracétamol: 5 rats): animaux recevant par injection sous cutanée d’une
suspension aqueuse de levure de biere & 20% a la dose de 10ml/kg poids corporel puis
traités apres 18 H par le paracétamol a la dose de 150 mg/kg/10ml dilué dans I’eau
saliné par gavage.

Lot 3 (Extrait: 5 rats) : animaux recevant par injection sous cutanée une suspension
aqueuse de levure de biere a 20% a la dose de 10ml/kg poids corporel puis traités
apres 18 H par I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare a la dose de (500 mg /
kg/10ml) par gavage.

Lot 4 (Extrait: 5 rats) : animaux recevant par injection sous cutanée une suspension
aqueuse de levure de biere a 20% a la dose de 10ml/kg poids corporel puis traités
apres 18 H par I’extrait aqueux de Marrubium vulgare a la dose de (500 mg /

kg/10ml) par gavage.

Les températures rectales sont prélevées 18 H aprés l'injection de levure de biére, est

ensuite 1H, 2H et 3H aprés I'administration des substances.

11.3. Etude statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées par le logiciel statistique Minitab 2013 et XL .

Les expériences in vitro ont été faites en triple et d’autres en double, Les résultats ont été

présentés par la moyenne avec son écart type (n = 2 ou 3) pour chaque cas. Les résultats

quantitatifs des différentes évaluations réalisées in vivo sont exprimés en moyenne + écart

type. Ces résultats sont traités statistiquement par le test d’ANOVA.

Le seuil de signification est supérieur a 95% (p<0.05), tel que :

>

(p>0.05) désigne un effet non significatif
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» (p<0.05) désigne un effet significatif

> (p<0.01) désigne un effet tres significatif

» (p<0.001) désigne un effet hautement significatif
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Chapitre I11. Résultats et discussion

Le travail expérimental, ayant pour objet 1’étude phytochimique et I’évaluation de
I’activité antipyrétique et antioxydante de I’extrait méthanolique et aqueux de la partie

aérienne de la plante médicinale « Marrubium vulgare ».
I. Le rendement des Extraits

Les extraits ont été préparés a partir de la poudre de la partie aérienne de M.vulgare Les
résultats sont représentés dans le Tableau 2 et la Figure8.

Tableau2. Le rendement d’extrait méthanolique (EMMV) et aqueux (ETAMYV) de
Marrubium vulgare

La plante Le poids du matériel  Les extraits Le poids des Le rendement

vegeétal en (g) extraits en (g) en (%)

Marrubium

vulgare

: |
\ 77% résidue de 70% résidue de la
b la plante plante

A B

Figure8. Le pourcentage de rendement des extraits de M vulgare, (A) extrait

méthanolique, (B) extrait aqueux
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L’opération de I’extraction du matériel végétale de M. Vulgare a I’aide du méthanol et
I’eau distillée a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brute méthanolique et aqueux de 70.78
g et 23.29 g respectivement. Le calcul des rendements en fonction de la matiere végétale seche
de la partie aérienne de la plante Tableau2. a montré que '"EMMYV et ’EAMYV représente un
rendement de 23.13 % et 29.73% respectivement.

Car la macération est une méthode discontinue, le solvant devrait étre remplacé jusqu’a ce que
la matiere végétale soit épuisée , il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la
bibliographie de maniére générale. En effet, le rendement n’est pas relatif ; il dépend de la

méthode et des conditions dans lesquelles ’extraction a été effectué¢e. (Yrjonen T, 2004).
I1. Tests de mise en évidence de certains métabolites phytochimiques

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

réactifs spécifiques a chaque famille de composés.

Les tests phytochimiques realisés sur EMMV et EAMV réveélent la présence de plusieurs

familles de composés dont les résultats sont présentés dans le Tableau3.

Tableau3. Analyse phytochimique préliminaire d’extrait méthanolique et aqueux de

M.vulgare
Les composees EMMV EAMV

Alcaloides ++ +
Flavonoides + +
Tri-terpénes et stérols ++ +

Composes ++
Phénoliques

Saponines + ++

Tanins + + +

Anthraquinones

Coumarines +
quinone +
+

Composes réducteurs
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Les résultats sont interprétés comme suit: (++) : présence forte, (+) : présence faible, (-) :
absence,

L’¢tude phytochimique d’EMMV et ’EAMV a montré que I’extait méthanolique
contient des flavonoides, des saponosides, des tanins, des coumarines, des composés
réducteurs, des composes phénoliques, des tri-terpenes des quinones et des alcaloides sels. Par
revanche 1’extrait aqueux est caractérisé par la présence significative des alcaloides, des

flavonoides, des tri-terpénes, des saponines, des tanins et des coumarines.

Ce qui confirme les travaux de (Bensalah F,2014) qui a été révélé la présence des tanins,
des Coumarines des Tri-terpénes et des alcaloides chez I’extrait aqueux de M.vulgare. et les
traveaux de (BOUDJELAL A, 2013) qui a été révélé la présence des flavonoides dans
I’extrait méthanolique et aqueux de M.vulgare. La richesse de cette plante en composés
chimiques actifs pourrait expliquer son utilisation traditionnelle comme: antispasmodique,
diurétique, hypoglycémique, anti hypertensive, analgésique anti-inflammatoire,
cardiotonique (Kadri A, et al., 2011) et prescrit dans le traitement des difficultés respiratoires,
des bronchites, des bronchectasies, des bronchites asthmatiformes et des toux seches.
(Bensalah F.,2014).

I11. Dosages des flavonoides

L’étude quantitative d’EMMV au moyen des dosages spectrophotométriques, selon la
méthode de trichlorure d’aluminium avaient pour objectif la détermination de la teneur totale
des flavonoides. La quercétine pris comme contr6le positif a permis de réaliser une courbe
d'étalonnage (Figure9.) avec R*égale a 0,959, d'oll on a calculé la teneur en flavonoides pour
I’extrait qui est exprimée en mg équivalent de quercétine par gramme extrait (mg eq quercetin

/g extrait).
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Chaque point de la courbe représente la moyenne (n = 3)

Figure9. Courbes d’étalonnage de la quercétine.

Tableau4. Teneur en flavonoides de PEMMV.

Extrait Dosage des flavonoides (mg eq quercetin /g

extrait

EMMV 08.56 + 0.22

La teneur en flavonoides dans I’extrait brut méthanolique de M.vulgare a été de I'ordre de
08.56 *+ 0,22 mg EQ/g d’extrait).

V. Essai d'identification des flavonoides par la chromatographie sur

couche mince

Pour un essai d'analyse qualitative du contenu des flavonoides dans 1’extrait méthanolique
on a eu recours a l'utilisation de la chromatographie sur couche mince (CCM) puisqu'elle est
I'une des méthodes habituelles pour la séparation et la purification des différents constituants
d'un extrait végétal et qui est plutbt simple a mettre en ceuvre. L’identification des composés
était basée sur la comparaison des Rfs et couleurs observés sous lampe UV des taches

apparues sur CCM.
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Dans notre étude, nous avons réalisé la séparation avec cing systemes:

>

YV V V V

IV.1.

Systéeme 1. Butanol/ Acide acétique/ Eau distillée (4 :1:5)

Systeme 2. Acide acétique/ Eau distillée (15 : 85)

Systeme 3. Acétone/ Eau distillée (1: 1)

Systéme 4. Acétate d’éthyle/ Ac formique/Ac acétique/ Eau distillée (100 :11 :11 :26)
Systéme 5. Chloroforme / Acétone/ammoniaque 10% (80 :40 :18)

Composeés identifiés dans EMMYV par le systéme solvant (Butanol/

Acide acétique/ Eau distillée) (4 :1:5)

6 spots ont été segregués des dépdts de EMMYV par le systeme de solvant utilisé Butanol/

Acide acétique/ Eau distillée (4 :1:5) appartenant aux différentes classes flavoniques.

Les résultats sont présentés dans le Tableau5 et la FigurelO.

Tableau5. Résultat de la CCM de EMMV : systeme solvant Butanol/ Acide acétique/
Eau distillée (4 :1:5): Adsorbant : gel de silice

N " de spots Couleur sous Les Rfs (cm) Les Types des flavonoides possibles

UV 365 (nm) selon ( Markham , 1982)

bleu verdatre 0,072 Flavonols avec 3-OH libre
-Flavonones ou aurones

2 bleu verdatre 0,240 Flavonols avec 3-OH libre
-Flavonones ou aurones
3 jaune 0,360 -Flavonols-Aurones et quelques 2-, 4-
OH chalcones
4 bleu 0,481 des acides phénols
5 orange 0,722 Flavonols avec 3-OH libre (et

dihydroflavonols)

6 rouge 0,915 Anthocyanidin 3-glycosides
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Photo2 : photo de chromatogramme résultant de I’analyse EMMYV par
Chromatographie sur gel de silice par le systeme solvant : Butanol/ Acide acétique/ Eau
distillée (4 :1:5) révélation a I’UV, A=365nm.

IV.2. Composés identifies dans EMMV par le systéme solvant Acide
acétique/ Eau distillée (15:85)

Six spots ont été segrégués des depbts de EMMYV par le systéme de solvant utilisé Acide
acétique/Eau distillée (15:85) appartenant aux différentes classes flavoniques.

Les résultats sont présentés dans le Tableau6 et la Figurell.

Tableau6.Résultat de la CCM de EMMV : systeme solvant Acide acétique/ Eau distillée
(15:85) Adsorbant : gel de silice

N " de spots Couleur sous Les Rfs (cm) Les Types des flavonoides possibles
UV 365 (nm) Selon ( Markham , 1982)
1 Bleu 0,102 des acides phénols
2 Bleu 0,382 des acides phénols
3 Bleu verdatre 0,426 Flavonols avec 3-OH libre
-Flavonones ou aurones
4 Jaune 0,735 -Flavonols-Aurones et quelques 2-, 4-
OH chalcones
5 Rouge 0,764 Anthocyanidin 3-glycosides
6 Rouge 0,911 Anthocyanidin 3-glycosides
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Photo3 :photo de chromatogramme résultant de I’analyse EMMYV par Chromatographie

sur gel de silice par le systéeme solvant Acide acétique/ Eau distillée (15:85): révélation a
I’UV, A=365nm.

IV.3. Composés identifiés dans EMMYV par le systeme solvant Acétone/ Eau
distillée (1: 1) VIV

Cing spots ont été ségrégués des dépdts de EMMYV par le systeme de solvant utilisé

Acétone/ Eau distillée (1 :1) V/ V appartenant aux différentes classes flavoniques.
Les résultats sont présentés dans le Tableau7 et la Figurel2.

Tableau7. Résultat de la CCM de EMMYV : systeme solvantAcétone/ Eau distillée (1 :
1)V /V Adsorbant : gel de silice

N “despots Couleur sous Les Rfs (cm) Les Types des flavonoides possibles
UV 365 (nm) Selon ( Markham , 1982)
1 Vert 0,153 Flavonols avec 3-OH libre
-Flavonones ou aurones
2 Rouge 0,438 Anthocyanidin 3-glycosides
3 Jaune 0,632 -Flavonols-Aurones et quelques 2-, 4-
OH chalcones
4 Vert 0,795 Flavonols avec 3-OH libre

-Flavonones ou aurones

5 Vert 0,826 Flavonols avec 3-OH libre
-Flavonones ou aurones
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Photo4 :photo de chromatogramme résultant de ’analyse EMMYV par Chromatographie
sur gel de silice par le systéme solvant Acétone/ Eau distillée (1 : 1) v/révélation a I’UV,
A=365nm.

IV.4. Composés identifiés dans I’ EMMV par le systeme solvant Acétate
d’éthyle/ Ac formique/Ac acétique/ Eau distillée(100 :11 :11 :26).

Huit spots ont été ségrégués des dépdts de EMMV par le systeme de solvant utilisé
Acétate d’éthyle/ Ac formique/Ac acétique/ Eau distillée (100 :11 :11 :26) appartenant aux

différentes classes flavoniques.
Les résultats sont présentés dans le Tableau8 et la Figurel3.

Tableau8.Résultat de la CCM de PEMMYV : systéme solvant Acétate d’éthyle/ Ac
formique/Ac acétique/ Eau distillée (100 :11 :11 :26) Adsorbant : gel de silice

N “despots Couleur sous Les Rfs (cm) Les Types des flavonoides possibles
UV 365 (nm) Selon ( Markham , 1982)
1 bleu 0,102 des acides phénols
2 bleu 0,141 des acides phénols
3 Bleu verdatre 0,205 Flavonols avec 3-OH libre

-Flavonones ou aurones

4 Bleu verdatre 0,230 Flavonols avec 3-OH libre
-Flavonones ou aurones

5 vert 0,410 Flavonols avec 3-OH libre
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-Flavonones ou aurones

6 Vert 0,576 Flavonols avec 3-OH libre
-Flavonones ou aurones
7 jaune 0,769 -Flavonols-Aurones et quelques 2-, 4-
OH chalcones
8 rouge 0,974 Anthocyanidin 3-glycosides

Photo5 :photo de chromatogramme résultant de ’analyse EMMYV par Chromatographie
sur gel de silice par le systéme solvant Acétate d’éthyle/ Ac formique/Ac acétique/ Eau

distillée (100 :11 :11 :26) :révélation a I’UV, A=365nm.

IVV.5. Composés identifiés dans PEMMYV par le systéeme solvant
Chloroforme / Acétone/ammoniaquel0%o (80 :40 :18)

Quatre spots ont été ségrégués des dépdts de ’TEMMV par le systéme de solvant utilisé
Chloroforme / Acétone/ammoniaquel0% (80 :40 :18) appartenant aux différentes classes
flavoniques. Les résultats sont présentés dans le Tableau 9 et la Figurel4.

Tableau9.Résultat de la CCM de PEMMYV : systeme solvant Chloroforme /
Acétone/ammoniaquel0% (80 :40 :18)

N “despots  Couleur sous Les Rfs (cm) Les Types des flavonoides possibles

UV 365 (nm) Selon( Markham , 1982)

1 vert 0,128 Flavonols avec 3-OH libre
-Flavonones ou aurones
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2 vert 0,423 Flavonols avec 3-OH libre
-Flavonones ou aurones

3 rouge 0,717 Anthocyanidin 3-glycosides

4 rouge 0,794 Anthocyanidin 3-glycosides

Photo6 :photo de chromatogramme résultant de I’analyse EMMYV par Chromatographie
sur gel de silice par le systeme solvant Chloroforme /Acétone/ammoniaquel0%o.

La CCM nous a permis d’avoir les empreintes flavoniques dans 1’extrait de la plante
M.Vulgare, I’identification des composés était basée sur la comparaison des Rfs et couleurs

observés sous lampe UV des taches apparues sur CCM.

Nous constatons que le systeme de solvants Acétate d’éthyle/ Ac formique/Ac acétique/
Eau distillée (100 :11 :11 :26) sépare plus de composés dans EMMV que les autre systémes.
Selon Markham, la plupart des flavonoides ne sont pas visibles sur le gel de chromatographie
(cellulose) aprés leur migration, a l'exception des anthocyanines qui apparaissent en spots
oranges et les chalcones,aurones et 6-hydroxyflavonols qui apparaissent en jaune. Pour cette
raison, les chromatogrammes doivent étre visionnés sous lumiere UV, et les flavonoides

deviennent visibles (fluorescents) sous cette lumiere. (Markham, 1982 ; Hamlat, 2006).
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TableaulO.Interprétation des couleurs des spots en différentes classes de flavonoides.

Couleur des spots sous selon Type de flavonoides selon
lumiere UV (Markham , 1982)

Violet et violet foncé

Fluorescence bleue

Typique pour les flavones et
flavonols glycosides (hétérosides)

Caractéristique des acides phénols

Fluorescence blanche Isoflavones
Jaune orangé Flavonols avec 3-OH libre (et
dihydroflavonols)
Fluorescence jaune -Flavonols
-Aurones et quelques 2-, 4-OH
Chalcones

Jaune verdatre, bleu verdatre -Flavonols avec 3-OH libre

ou vert -Flavonones ou aurones
Orange, rouge ou mauve Anthocyanidin 3-glycosides

Rose La plupart des 3-5 diglycosides

En se basant sur cette littérature et selon les couleurs des spots obtenues sur les
chromatogrammes des six systemes (Tableaul0) On a pu suspecter la présence
des Flavonones ou aurones, Anthocyanidin 3-glycosides, Flavonols avec 3-OH libre
,Flavonols-Aurones et quelques 2-, 4-OH chalcones, Flavonols avec 3-OH libre (et
dihydroflavonols) et des acides phénols. (BOUDJELAL A, 2013), a été révélé la présence
des flavonoides glycosides dans ’"EMMYV comme 1’apigenine O- glucoside et luteoline O-

glucoside.

V. Etude des activités biologiques de I’extrait méthanolique de

M.vulgare

V.1. Détermination de I’activité anti-radicalaire des extraits M.vulgare par
la méthode de DPPH?° (effet scavenger)

Puisque le principal mécanisme d'action antioxydant des polyphénols des plantes est le
piégeage des radicaux libres, plusieurs méthodes ont été développées pour évaluer l'activité
antioxydante des extraits des plantes par le piégeage de radicaux libres synthétiques en

solution dans des solvants polaires comme le méthanol a température ambiante. Les radicaux
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les plus fréquemment utilisés incluent le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et lI'acide 2,2-
0-azino-bis (3- ethylbenzoline-6-sulphonique) (ABTS). Dans cette étude, la méthode par le
DPPH a été choisie pour évaluer l'activité antioxydante de I’extrait de nos plantes parce
qu'elle est I'une des méthodes les plus simple, les plus rapide et les plus efficace a cause de la
grande stabilité du radical. L'activité antioxydante est déterminé par la diminution de
I'absorbance d'une solution alcoolique de DPPH a 517 nm, Ce radical libre présente une
coloration violet sombre, lorsqu’il est piéger par des substances antioxydants, la forme réduite
conféré a la solution une coloration jaune pale, le virage vers cette coloration et 1’intensité de
la décoloration de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la
concentration et la puissance de la substance antiradicalaire. Pour des fins comparatives la
quercetine est utilisé comme un antioxydant standard. Il a montré une activité antiradicalaire

tres puissante. (Maisuthisakul et al., 2007 ).

Tableaull. Les pourcentages de réduction du radical DPPH.°

Les concentrations
Concentrions dans le (%) (%)
Concentrations mélange réactionnel en de réduction de de réduction de
initiales en (mg/ml) (mg/ml) EMMV Quercetin
40 04 94,42307692+0.58
20 0.2
93,81410256+0.055
10 01 93,78205128+0.14
5 0.05 95.89+0.19
92,69230769+0.34
3 0.03 95.75%0.05
92,40384615+0.40
2 0.02 62,33974359+2.98 99.94:0.19
! 0.01 53,68589744+0.11 95.94+0.05
0.5 0.005 95.96+0.22
29,80769231+0.95
0.250 0.00250 12,56410256:+2.03 95.01+0.43
0.125 0.00012 46.43+2.43
4,679487179+0.92

L’histogramme représente la concentration de 1’extrait méthanolique de la plante

M.vulgare qui piégent 50 % du radical DPPH® (IC50) (Figure 15). C’est un paramétre utilisé
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pour estimer I’activité antioxydant. Plus cette concentration est faible plus 1’effet antioxydant

est tres élevé.

IC50 (mg/ml)
0.015+0.003

0,016 -
0,014 - 0.01+0.00
0,012 -

0,01 ~
0,008 = EMMV

0.006 - QUERCETIN

0,004 -

0,002

0 T 1
EMMV QUERCETIN

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Figurelb. Les concentrations des extraits méthanolique de M.vulgare qui inhibent 50 %
du radical DPPH".

EMMV représente une activité antioxydante avec une 1C50 (0.015+0.003 mg/ml), En
comparaison avec I’antioxydant standard (quercitine), 'EMMYV montré une importante
activité antioxydant qui est proche de quercetine. Les résultats de cette activité sont en accord
avec d’autres études. (Kadri A, et al., 2011) et (BOUDJELAL A, 2013).
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V.2. Résultats de I’activité antipyrétique

L’effet de I’extraits méthanolique et aqueux de la palante M.vulgare sur la fievre est

présenté dans les tableaux ci-dessous:

Tableaul2. Effet de I’extrait méthanolique de M. vulgare sur la fiévre induite par la

levure de biére chez des rats Wistar.

Mesure de la température apreés 18 h

Température Température Température Température
Traitement initiale pyrétique apres lheure aprés 2heure
Controéle 37.14+0.68 39.52+0.50
(10 39.34+0.54 39.58+0.35
mi/kg)

Standard 37.58+0.91  39.48+0.43 39.2+0.76 38.88+0.81
(150
mg/kg)

EMMV 37,14+ 0.66  39.18+0.64 39.04+0.73 37.38+0.97
(500
mg/kg)

Température
apres
3heure

39.78+0.08

37.9+0.76

36.1+1.11

Tableaul3. Effet de I’extrait aqueux de M. vulgare sur la fiévre induite par la levure de

biere chez des rats Wistar.

Traitement

Controle
(10 ml/kg)

Standard
(150 mg/kg)

EAMV (500
mg/kg)

initiale

37.14+0.68

37.58+0.91

37.34+0.49

Température Température

pyrétique

39.52+0.50

39.48+0.43

39.56+0.46

Mesure de la température apres 18 h

Température
apres lheure apres
2heure

39.34+0.54 39.58+0.35

39.2+0.76 38.88+0.81

38.92+0.60
39.12+0.54

Température Température

apres
3heure
39.78+0.08

37.9%+0.76

39.28+0.37
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L’effet de I’extrait méthanolique et aqueux de M.vulgaresur la température rectale chez les
rats Wistar est présentée dans les tableaux (12 ,13) ; I’injection sous cutané de suspension de

levure de biére est nettement élevé la température rectale aprés 18h de 1’administration.

Le paracétamol et les deux extraitsméthanolique et aqueux de M.vulgare ont baissé la
température se qui explique la présence d’une activité contre la fievre induite par la levure de

biére et ceci en comparaison avec le traitement témoin.

La présente étude a révélé que les extraits methanolique et aqueux de la plante Maribium
Vulgare ont provogqué une activité antipyrétique, dont [D’effet de la levure a provoqué
I'élévation de la température corporelle. Ici, les deux extraitméthanolique et aqueux ont causé
des résultats presque similaires en diminuant la température du corps, par rapport a celle de
médicament standard. Il peut étre prévu que les deux extraits et leur action antipyrétique est
expliquée par I’inhibition de la prostaglandine synthétase au sein de I'hypothalamus que
comme les AINS. Bien, il n'y a aucune preuve directe que soit pour I’EMMV ou EAMV
interférent avec la synthese des prostaglandines en hypothalamus, mais il peut étre soutenu
par une étude connexe dans laquelle I’extrait Dalbergia Odorifera a été trouvé pour inhiber
la biosynthese des prostaglandines Ainsi, la présente preuve pharmacologique fournit un
soutien pour le folklore thérapeutique, une revendication des deux extrait methanolique et
aqueux laissent comme des antipyrétiques pour le traitement des fievre et douleurs
(Bhowmick R et al.,2014).
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Les métabolites secondaires des plantes médicinales occupent une place
importante dans la découverte de nouveaux médicaments. A [I’heure actuelle,
I’Algérie est un pays riche en termes de biodiversité, et l'usage des pharmacopées

traditionnelles par les plantes est encore une pratique bien vivante.

Le principal objectif de notre travail portait sur la valorisation
pharmacologique par I’étude de I’effet antipyrétique et antioxydant de la plante
médicinale Marrubium vulgare issues de cette biodiversité végétale. Le choix de cette

plante était basé sur la fréquence de leurs utilisations par la population locale.

Sur le plan phytochimique, les résultats des testes de mise en évidences
montrent une composition riche et variée en métabolites secondaires qui ont

caractérisé dans les deux extraits bruts -méthanolique et aqueux- de la plante.

Ainsi la détermination de la teneur totale des flavonoides au moyen des
dosages spectrophotométriques et 1’analyse du contenu des flavonoides par la CCM

dans I’extrait méthanolique nous a confirmé la présence des flavonoides.

Les potentialités antioxydants de ’EMMYV in vitro sont évaluées par la
méthode de piégeage directe du radical libre DPPH, Le résultat a révélé Un fort

pouvoir antioxydant.

L’effet de TEMMYV et TEAMV  sur la fiévre induite par la levure de biére
chez des rats Wistar a révélé que ces deux extraits ont causé des résultats presque
similaires en diminuant la température du corps, par rapport a celle de médicament

standard; Ont provoqué une activité antipyrétique.

En fin, les antipyrétiques et les antioxydants naturels de I’espéce végétale
Marrubium vulgare peuvent étre trés utiles pour renforcer 1’organisme contre la fievre
et de prévenir les différentes pathologies survenues suite a une attaque radicalaire. Par

ailleurs, Il serait nécessaire:
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Conclusion et perspectives

» D’isoler et de caractériser les métabolites potentiellement antipyrétiques et
antioxydantes en utilisant des méthodes plus précises telles que High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), Resonance Magnétique
Nucléaire (RMN) et tester leurs activités biologiques.

> De déterminer la toxicité et de préciser les doses LD50 sur des modeles

animaux.
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Etude de I’effet antipyrétique et antioxydant de la plante

médicinale Marrubium vulgare de la région de Khenchela

Résumé

Dans le cadre d’une valorisation des ressources thérapeutique naturelles, 1’extrait
méthanolique et aqueux de la plante médicinale de la région de Khenchela Marrubium
vulgare (miriwath) ont été testé pour leur activité antipyrétique et antioxydante.

L’opération de I’extraction du matériel végétale de M. Vulgare a I’aide du méthanol et
I’eau distillée a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brute méthanolique et aqueux de
70.78 g et 23.29 g respectivement.

L’analyse phytochimique préliminaire sur PEMMYV et ’EAMV de la plante a montré
que cette plante contient des flavonoides, des saponosides, des tanins, des coumarines, des
composés réducteurs, des composes phénoliques, des tri-terpénes des quinones et des
alcaloides sels.

L’étude quantitative des  flavonoides de PPEMMV  au moyen des dosages
spectrophotométriques, révele que I’extrait contient 08.56 + 0,22 mg EQ/g d’extrait.

L'analyse qualitative des flavonoides de PEMMYV par chromatographie sur couche
mince nous a révélé la présence des Flavonones ou aurones, Anthocyanidin 3-glycosides,
Flavonols avec 3-OH libre ,Flavonols-Aurones et quelques 2-, 4-OH chalcones, Flavonols
avec 3-OH libre (et dihydroflavonols) et des acides phénols.

L’évaluation du pouvoir antioxydants de ’TEMMYV par le mécanisme de piégeage direct
des radicaux libres par la méthode de DPPH a prouvé le puissant pouvoir réducteur de
I’extrait avec une 1C50 de 0.015+£0.003 mg/ml.

Les résultats de I’activité antipyrétique par la méthode de levure de biére in vivo sur des
rats wistar, ont montré que Marrubium vulgare est capable de renforcer I’organisme contre la
fievre.

Mots clés:

Marrubium vulgare, activité Antioxydant, activité antipyrétique, flavonoides.



Study of the antipyretic and antioxidant effect

Of a medicinal plant Marrubium vulgare from Khenchela area

Abstract

Methanolic and aqueous extracts of a medicinal plant Marrubium vulgare (miriwath)

from Khenchela area have been tested for their antipyretic and antioxidant activity.

The extraction by methanol and distilled water of the plant is giving a crude methanolic
and aqueous extract with 70.78 g and 23.29 g respectively.

A preliminary phytochemical analysis of MEMV and AEMV revealed that the plant
contain the flavonoids, Saponins, tannins, coumarins, reducing compounds, phenolic

compounds, terpenoids, quinons and alkaloids.

A quantitative study of flavonoids in the MEMV by spectrophotmétric method
revealed that the extract contain 08.56 + 0,22 mg EQ/g extract

A Qualitative analysis of flavonoids in the MEMV by thin layer chromatography
showed the presence of Flavonons ou aurons, Anthocyanidin 3-glycosids, Flavonols with 3-
OH libre ,Flavonols-Aurons and some 2-, 4-OH chalcons, (and dihydroflavonols) and

phénolic acids.

Evaluation of antioxidant power of MEMV by DPPH free radical scavenging method

showed a powerful reducing power of the extract with IC50 of 0.015 £0.003 mg/ml.

The result of antipyretic activity by Brewer’s yeast in vivo in wistar rat’s showed that

Marrubium vulgare is capable of reinforce the organism against a Hyperpyrexia.

Key words: Marrubium vulgare, antipyretic activity, antioxidant activity, flavonoids
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Flavonons ou aurons, Anthocyanidin 3-glycosids, Flavonols with 3-OH libre ,Flavonols-

Aurons and some 2-, 4-OH chalcons, (and dihydroflavonols) and phénolic acids.
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Theme: Etude de I’effet antipyrétique et antioxydant de la plante médicinale
Marrubium vulgare de la région de Khenchela

Résumé

Dans le cadre d’une valorisation des ressources thérapeutique naturelles, 1’extrait
méthanolique et aqueux de la plante médicinale de la région de Khenchela Marrubium vulgare
(miriwath) ont été testé pour leur activité antipyrétique et antioxydante, I’opération de
I’extraction du matériel végétale de M. Vulgare a I’aide du méthanol et 1’eau distillée a permis
d’obtenir un résidu sec d’extrait brute méthanolique et aqueux de 70.78 g et 23.29 ¢
respectivement, I’analyse phytochimique préliminaire sur 'TEMMYV et ’EAMYV de la plante a
montré que cette plante contient des flavonoides, des saponosides, des tanins, des coumarines,
des composés réducteurs, des composes phénoliques, des tri-terpénes des quinones et des
alcaloides sels, I’étude quantitative des flavonoides de PEMMYV au moyen des dosages
spectrophotométriques, révele que I’extrait contient 08.56 + 0,22 mg EQ/g d’extrait, 1'analyse
qualitative des flavonoides de ’TEMMYV par chromatographie sur couche mince nous a révélé la
présence des Flavonones ou aurones, Anthocyanidin 3-glycosides, Flavonols avec 3-OH libre
,Flavonols-Aurones et quelques 2-, 4-OH chalcones, Flavonols avec 3-OH libre (et
dihydroflavonols) et des acides phénols, I’évaluation du pouvoir antioxydants de ’TEMMYV par
le mécanisme de piégeage direct des radicaux libres par la méthode de DPPH a prouvé le
puissant pouvoir réducteur de 1’extrait avec une 1C50 de 0.015+0.003 mg/ml, les résultats de
’activité antipyrétique par la méthode de levure de biére in vivo sur des rats wistar, ont montré

que Marrubium vulgare est capable de renforcer 1’organisme contre la fiévre.

Mots clés:

Marrubium vulgare, activité Antioxydant, activité antipyrétique, flavonoides.

Laboratoire pédagogique, Université Abbes Laghrour khenchela
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