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Résumé

Le travail de la présente étude a pour le but d’évaluer I’activité inflammatoire d’extrait butanolique de
la partie aérienne de Marrubium vulgare, une plante de la famille des Lamiacées, trés utilisée en
médecine traditionnelle pour le traitement d’une variété de maladies.

Le dosage des phénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des flavonoides par la méthode
trichlorure d’aluminium (AICl3) et nitrite de sodium (NaNO;) dans [Pextrait butanolique a
respectivement donné des valeurs de 142 + 2,66 mg EAG/g d’extrait et 288, 53 + 19,88 mg EC/g
d’extrait. L’étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait butanolique du Marrubium
vulgare montre que cet extrait a un pourcentage d’inhibition trés important de 1’hémolyse provoquée
par la chaleur et méme par la solution hypotonique, et donc une activité protectrice des globules

rouges.

Mots clés : Marrubium vulgare L, métabolites secondaires, polyphénols, flavonoides, activité anti-

inflammatoire.

Abstract

The aim of the present study is to evaluate the inflammatory activity of butanolic extract of the aerial
part of Marrubium vulgare, a plant of the Lamiaceae family, widely used in traditional medicine for
the treatment of a variety of diseases. Determination of total phenols by Folin-Ciocalteu method and
flavonoids by aluminum trichloride (AICI3) and sodium nitrite (NaNO;) method to butanolic extract
gave values of 142 + 2.66 mg EAG/g extract and 288, 53 £19.88 mg EC/g extract respectively. The
study of the anti-inflammatory activity in vitro of the butanolic extract of Marrubium vulgare shows
that this extract has a very important percentage of inhibition of the hemolysis caused by heat and

even by the hypotonic solution, and therefore a protective activity of the red blood cells.

Key words: Marrubium vulgare L, secondary metabolites, polyphenols, flavonoids, anti-inflammatory
activity.
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Introduction

Le regne végétal est une source précieuse de remedes curatifs pour diverses pathologies, selon
I’Organisation mondiale de la santé (OMS), environ 80 % des personnes dans le monde
exploitent la médecine traditionnelle pour leurs soins de santé (Amri et al., 2017). A ce jour,
de nombreux groupes de recherches orientent leurs efforts vers I’identification de
médicaments naturels et d’extraits de plantes capables de prévenir ou de traiter différentes
manifestations pathologiques (Amri et al., 2017).

Les métabolites secondaires des plantes (composés phénoliques, tannins condensés,
gallotannins, flavonoides, coumarines, alcaloides, saponines, stérols , terpenoides et huiles
essentiels) constituent une source importante de médicaments depuis 1’antiquité, et
aujourd’hui, prés de la moiti¢ des médicaments utilisés dans la pratique sont dérivés de
sources naturelles et beaucoup de ces composants végetaux sont largement prescrits pour le

traitement des affections inflammatoires (Mohammed et al., 2014).

Dans les pays en voie de développement, les plantes possédant une activité anti-inflammatoire
pourraient constituer une alternative dans la thérapeutique anti-inflammatoire du fait de leur
meilleure accessibilité et de leur moindre toxicité en général, vis-a-vis des anti-inflammatoires

classiques (Ndiaye et al., 2006).

C’est dans ce cadre que nous nous sommes intéressés a Marrubium vulgare, une plante de la
famille des lamiacées utilisée en médecine traditionnelle et représente ainsi une source
précieuse de composés bioactifs ayant des effets bénéfiques pour la santé avec divers
pouvoirs : antioxydant, anti-inflammatoire, antidiabétique et antimicrobien (A¢imovi¢ et al.,
2020).

C’est ainsi et dans un but de contribuer a la valorisation de M. vulgare de la wilaya d’Ain
Témouchent, la présente étude consiste a la préparation d’un extrait enrichi en polyphénols,
de déterminer sa teneur totale en phénols et flavonoides et d’estimer ses propriétés anti-

inflammatoires in vitro par le test de ’hémolyse.
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Etude bibliographique

1 Les polyphénols

Les polyphénols sont des composés naturellement synthétisés par le métabolisme secondaire
des plantes, qui ont attiré une grande attention de la communauté scientifique en raison de
leurs effets thérapeutiques potentiels sur la santé. lls sont largement distribués dans le régne
végétal, principalement dans les fruits et les légumes, et l'on estime que plus de 8000
structures ont déja été identifiées (de Araudjo et al., 2020), et qui appartiennent a différentes
classes (Fig.1) notamment les acides phénoliques, les flavonoides, les stilbénes, les lignanes
(Tapiero et al., 2002), les tannins condensés et les gallotannins (Mohammed et al., 2014).

o Flavonols "o~ 5 ~ L
Flavones & Isoflavones
Flavonoids
Anthocyanins
Catechins 3
Flavanols "
Procyanidins
: Proanthocyanidins
Phenolic (or condensed Prodelphinidins
compounds tannins)
Hydroxybenzoic ¢ \
Phenolic acids acids e
Nos Bavonosids Hydroxycinnamic
acids B
Slllbcnes .

Figure 1: Les principales classes des composés phénoliques ( d'apres Garde-Cerdan et al.,
2017).

Les composés phénoliques présentent tous un point commun : la présence dans leur structure

d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de

fonctions hydroxyles (Hennebelle et al., 2004), ils se présentent sous des formes libres ou

conjuguées (de Araujo et al., 2020) avec un ou plusieurs résidus de sucre, avec des acides

carboxyliques et organiques, des amines et des lipides (Bravo, 1998) .

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui jouent de multiples réles
essentiels dans la physiologie végétale et ont des propriétés potentielles sur l'organisme
humain, principalement en tant qu'antioxydants, agents antiallergiques, anti-inflammatoires,
anticancéreux, antihypertenseurs, antimicrobiens, antibactériens, antiviraux et antifongiques
(Daglia, 2012).
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2 Marrubium vulgare L
2.1 Etude botanique et systématique

Marrubium vulgare L.,est une plante herbacée du genre Marrubium (AOUADHI et al.,
2013), originaire de la région située entre la mer Mediterranée et I'Asie centrale (A¢imovié et
al., 2020),de I’Europe, I’Afrique du Nord et I’Asie, que I’on trouve surtout sur les bords de
chemins, les prés secs et les terrains vagues (AOUADHI et al., 2013), elle est devenue trés

répandue, habitant actuellement tous les continents.

Le nom latin Marrubium dérive du mot hébreu marrob, qui signifie jus amer, tandis que
vulgare signifie "commun™ ou "bien connu" (Aéimovi¢ et al., 2020), cette espece est
communément connue comme "Marriout™ en Algerie (Kebbi et al., 2020), "Marroubia™ en
Tunisie (AOUADHI et al., 2013)," horehound ", et "o"cajnica" en Europe, cette derniére
appellation signifie « femme désesperée », car le thé de cette herbe était typiquement utilisé
comme remede amer par les femmes qui ne pouvaient pas concevoir (pour la régulation du

cycle menstruel) (A¢imovié et al., 2020).

M. vulgare est une herbe annuelle ou vivace (Fig.2), avec une racine pivotante resistante,
ligneuse et ramifiée ou de nombreuses racines latérales fibreuses, et de nombreuses tiges qui
sont quadrangulaires, érigées, trés duveteuses, et de 20 a 100 cm de haut. Les feuilles sont
rondes, ovales, généralement dentées, pétiolées, veinées et hirsutes en surface, et elles sont
disposees en paires opposées sur une longue tige. Les inflorescences sont formées a l'aisselle
des feuilles supérieures, avec des fleurs blanches en verticilles axillaires serrés. Les fleurs de
M. vulgare apparaissent généralement au debut du printemps, et elles sont régulierement
visitées par des abeilles qui butinent le nectar (A¢imovié et al., 2020).

- La position systématique de 1’espéce Marrubium vulgare L est la suivante (NOUIRI, 2020):

Regne : Végétal Sous classe : Astérides

Sous régne : Plante vasculaire Ordre : Lamiales
Embranchement : Spermatophytes Famille : Lamiacées

Division : Magnoliophytes Genre : Marrubium

Classe : Magnolipsides Espéce : Marrubium vulgare L.
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3%

Figure 2: Marrubium vulgare L.(Plante entiére (a), fleurs (b), capsules de fruits (akene) (c),

graines (d))(Nedjimi et al., 2020).
2.2 Utilisation traditionnelle et activité thérapeutique

L'application traditionnelle la plus courante de M. vulgare dans le monde est le traitement des
troubles gastro-intestinaux et respiratoires (A¢imovi¢é et al., 2020), mais elle est aussi utilisée
contre les maladies rénales, la fievre et les lésions cutanées (Schlemper et al., 1996). Au
Mexique et au Maroc, la plante est surtout utilisée comme un antidiabétique, des études
scientifiques ont effectivement prouvées cet effet hypoglycémiant (Rodriguez Villanueva et
al., 2017).

D’autre part de nombreuses activités thérapeutiques de M. Vulgare ont été aussi prouvées y
compris les activités analgésique, anti-nociceptive, anti-inflammatoire, anti-oedématogene,
antispasmodique, gastroprotectrice, antihypertensive, anti-hyperlipidémique, antihépato-
toxique, immunomodulatrice, antioxydante, antimicrobienne, anticancéreuse, molluscicide et
anti-protozoaire (Lodhi et al., 2017).

2.3 Composition chimique

M. vulgare est une source abondante de divers composés phénoliques, comme les acides
phénoliques, les acides phénylpropanoides (cinnamiques), les esters, les flavonoides et les
tannins. Les quantités totales des dérivés de I'acide cinnamique et des tannins condensés sont
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estimées a 14,09 mg/100 mg et 16,55 mg de catéchine/100 g de matiere seche respectivement.
L'analyse chimique détaillée a permis d'identifier les acides gallique, gentisique, p- hydroxy-
benyoique, protocatéchuique et syringique (Aéimovi¢ et al., 2020). D'autres composés ont été
aussi déterminés dans le matériel végétal de M. vulgare qui sont divers composés azotés
comme la choline, la bétonicine et la stachydrine, des acides aminés, des polysaccharides,

ainsi que des minéraux, en particulier des sels de potassium (Aéimovié et al., 2020).

3 Inflammation
3.1 Définition

Le terme d’inflammation est tiré du mot latin « inflammare » qui signifie (briler) (de oliveira)
(Abdulkhaleq et al., 2018). L’inflammation fait partic du mécanisme de défense de
I’organisme, c’est le processus par lequel le systéme immunitaire reconnait et élimine les
stimuli nocifs et étrangers du reste de ’organisme et entame le plus rapidement possible le
processus de guérison et de réparation des tissus (Abdulkhaleq et al., 2018; Pahwa et al.,
2020; Weill et Batteux, 2003). L’efficacité d’un tel systéme repose sur la capacité a mettre en
place une réponse rapide adaptée au type particulier de déclencheurs inflammatoires tout en

limitant autant que possible les aspects dommageables de I’inflammation (Barton, 2008).

Ainsi, la réponse inflammatoire idéale est rapide et destructrice (lorsque cela est nécessaire),
mais spécifique et autolimitée. L’importance de cet équilibre est démontrée par les
observations selon lesquelles, dans certaines infections chroniques ou certains troubles
inflammatoires, la réponse inflammatoire cause plus de dommages a 1’hote qu’au microbe

(Barton, 2008).

L’infection peut étre induite par des facteurs non infectieux qui peuvent étre de nature
physique (brdlure, gelure, blessure physique, corps étrangers, traumatisme, rayonnement
ionisant), chimique (glucose, acides gras, toxines, alcool, irritants comme le fluorure et le
nickel), biologique (cellules endommagées, agents immunologiques), psychologique
(excitation) et environnementale (pollution). Quant aux facteurs infectieux sont les bactéries,
les virus ou n’importe quels autres microorganismes (Chen et al., 2018 ; Hamdi et al., 2018 ;

Iwalewa et al., 2007 ; Weill et Batteux, 2003).

Les symptomes de I’inflammation sont la douleur, la chaleur, la rougeur, le gonflement et la
perte de fonctions qui résultent de la dilatation des vaisseaux sanguins entrainant une

augmentation de I’apport sanguin et de 1’augmentation des espaces intercellulaires ce qui
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provoque le déplacement des leucocytes, des protéines, des médiateurs inflammatoires et des
fluides dans les régions enflammées (Chen et al., 2018).

3.2 Mécanisme de ’inflammation

Le mécanisme de I’inflammation représente une chaine de réponses organisées et dynamiques
comprenant des événements cellulaires et vasculaires avec des sécrétions humorales
spécifiques. Ces voies impliquent un changement d’emplacement physique des globules
blancs (monocytes, basophiles, éosinophiles et neutrophiles), du plasma et des fluides au
niveau du site enflammé. Un groupe de médiateurs sécrétés et d’autres molécules de
signalisation (par exemple, I’histamine, les prostaglandines, les leucotriénes, les radicaux
libres dérivés de 1’oxygeéne et de I’azote, et la sérotonine) sont libérés par les cellules de
défense immunitaire (Abdulkhaleq et al., 2018). Dans la figure 3 sont données les cing

¢tapes de I’inflammation (Raymondjean, 2007).

Figure 1 / Enchainement des cing étapes de la réponse inflammatoire.

Sang

1: Infiltration des monocytes

Adhésion cellulaire 3: Activation des macrophages et des monocytes

2: Production de
molécules
d'adhésion

et R g el Hépatocytes

5: Protéines de
-‘/ s MCP-1 la phase aigué
HMGB1

4: «Activation» tissulaire

Cellules musculaires lisses
Mastocytes

Chondrocytes

Myocarde..

Lagression cellulaire produite par infection, traumatisme, nécrose, induit une cascade d'activations cellulaires complexes qui conduit
& la production locale puis systémique de multiples messages d'amplification et de résolution.

ICAM : intercellular adhesion molecule ; IL-18 : interleukine 1 béta ; TNFo : tumor necrosis factor alpha ; VCAM : vascular cell
adhesion molecule ; MCP1: monocyte chemoattractant molecule (chimiokinas) ; PGE2 prostaglandine E2 ; PLA2s : phospholipase
A2 gécrétée ; PAF : platelet activating factor.

Figure 3: Enchainement des cinq étapes de la réponse inflammatoire (d’apres
Raymondjean, 2007).
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3.3 Types d’inflammation

3.3.1 Inflammation aigué

Les lésions tissulaires dues a un traumatisme, une invasion microbienne ou des composes
nocifs peuvent induire une inflammation aigué, qui est d’une apparition rapide et courte, avec
des symptémes de seulement quelques jours, par exemple une cellulite ou une pneumonie
aigué (Pahwa et al., 2020).Cette inflammation se caractérise par ’exsudation de fluides et de
protéines plasmatiques et par la migration des leucocytes, plus particulierement les
neutrophiles, dans la zone Iésée. Cette réponse inflammatoire aigué est considérée comme un
mécanisme de défense visant a tuer les bactéries, les virus et les parasites tout en facilitant la
réparation des plaies (lwalewa et al., 2007; Pahwa et al., 2020). Les inflammations aigués
guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des sequelles si la
destruction tissulaire est importante (Iwalewa et al., 2007; Rousselet et al., 2005). Elle peut

étre divisée en trois grandes phases : Vasculaire ; Cellulaire et de résolution ; Cicatrisation.
3.3.2 Inflammation chronique

L’inflammation chronique est également appelée inflammation lente et a long terme, qui dure
pendant des périodes prolongées de plusieurs mois a plusieurs années. En général, I’ampleur
et les effets de I’inflammation chronique varient en fonction de la cause de la blessure et de la
capacité de I’organisme a réparer et a surmonter les dommages (Pahwa et al., 2020). Elle est
considérée comme la phase la plus dangereuse, ou la dégénérescence et la fibrose des tissus se
produisent. La réponse inflammatoire chronique peut entrainer la mort et est classée apres les
maladies cardiovasculaires et les cancers dans la liste des causes de déces les plus importantes
au monde (Hamdi et al., 2018).

Les symptomes courants qui se développent lors d’une inflammation chronique sont les
douleurs corporelles, 1’arthralgie, la myalgie, la fatigue chronique, 1’insomnie, les
complications gastro-intestinales comme la constipation, la diarrhée et le reflux acide, la
dépression, I’anxiété, la prise de poids ou la perte de poids et les infections fréquentes (Pahwa
et al., 2020).

Une inflammation chronique peut avoir plusieurs étiologies, comme I’échec d’élimination de
I’agent provoquant une inflammation aigué tel que les organismes infectieux, y
compris Mycobacterium tuberculoses, les protozoaires, les champignons et autres parasites,

mais aussi suite a I’exposition prolongée a un faible niveau d’un matériau irritant comme les
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produits chimiques industriels. D’autre part, elle peut résulter d’'une maladie auto-immune
dans laquelle le systéme immunitaire reconnait le composant normal du corps comme un
antigéne étranger et attaque les tissus sains donnant lieu a des maladies telles que la
polyarthrite rhumatoide, le lupus érythémateux disséminé (Pahwa et al., 2020).

3.4 Margueurs biologiques de I’inflammation

3.4.1 Protéine C réactive (CRP)

La protéine C réactive est une protéine sérique spécifique a la réaction inflammatoire
synthétisée par le foie précocement au cours de la réponse inflammatoire en réponse aux
cytokines (Boukhari et al.,s. d.), son dosage est aussi intéressant en postopératoire et en
pathologie néonatale. En effet, la CRP ne traverse pas le placenta, ce qui permet de
différencier une inflammation d’origine maternelle d’une inflammation propre a I’enfant

(CRP - CSCQ, s. d.).

3.4.2 Vitesse de sédimentation (VS)

C’est un examen de laboratoire qui consiste a laisser sédimenter les hématies dans un tube
vertical. On mesure la distance parcourue pendant 1 heure parfois également 2 heures. La VS
est un examen simple, peu colteux, reproductible, mais trés peu spécifique. Il permet surtout
de détecter une anomalie des immunoglobulines ( hypergammaglobulinémie, gammapathie
monoclonale) (CRP - CSCQ, s. d.).

3.4.3 La procalcitonine (PCT)

Polypeptide pro-hormone de calcitonine, elle est produite en réponse a un stimuli pro-
inflammatoire. Elle s’¢léve tot, comme la CRP, selon une cinétique encore plus rapide. Ses
performances sont excellentes pour le diagnostic d’infection bactérienne en pédiatrie, en
réanimation, elle permet de guider la prise en charge des patients septiques graves (Emile,
2012).

3.4.4 L’électrophorése des protéines plasmatiques

La séparation électrophorétique des protéines plasmatiques donne 5 fractions, chacune d’entre
elles contenant des protéines intervenant dans les mécanismes de I’inflammation. Une
hypoalbuminémie est présente lors des syndromes inflammatoires sévéres. L’élévation des
alphal globulines est observée lors d’un processus inflammatoire a son début, tandis que

I’augmentation des alpha2 évoque un syndrome inflammatoire constitué. L’augmentation
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isolée des globulines est le témoin d’une élévation des taux de transferrine lors d’une carence
martiale. Une hyperglobulinémie polyclonale reflete un processus infectieux chronique, une

maladie auto-immune ou une hépatopathie chronique (Emile, 2012).

4 Les anti-inflammatoires

La thérapeutique anti-inflammatoire est destinée a controler I’excés des réactions aspécifiques
des tissus et a éviter la transformation de la phase aigué de I’inflammation en phase
chronique. Du fait de la grande variété des stimuli phlogogénes (immuns, microcristaux,
infections, corps étranger, traumatismes...) qui peuvent Iéser 1’organisme, les anti-

inflammatoires sont utilisés dans tous les domaines de la pathologie (Muster, 2005).

L’efficacité¢ anti-inflammatoire s’explique par I’inhibition de la synthése de nombreuses
cytokines, enzymes et médiateurs de I’inflammation ou I’induction de cytokines et de

molécules anti-inflammatoires (Muster, 2005).

4.1 Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) : glucocorticoides

Ces stéroides analogues ou précurseurs de la cortisone (Fig.4), naturellement sécrétés par les
glandes surrénales, possedent de nombreuses propriétés pharmacologiques dont beaucoup
sont a I’origine d’effets indésirables (diabéte...) (Muster, 2005). Les glucocorticoides ont,
comme les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), une action inhibitrice de la synthese
des prostaglandines. Cette action s’exerce principalement sur la phospholipase A2, en amont
du métabolisme de I’acide arachidonique par la cyclo-oxygénase. Les glucocorticoides ont
cependant une action plus large que les AINS, action a la fois cytoplasmique et génomique,
ayant pour conséquences une modulation de la transcription et de I’expression des médiateurs
(bradykinine, histamine...), des cytokines (interleukine 1 et 2, TNF,...) et de divers
neuropeptides (CRF, ACTH, Beta endorphine...)(Orliaguet et al., 2013).

Contrairement aux AINS, les glucocorticoides sont capables d’inhiber toutes les phases de la
réaction inflammatoire. Par leur action directe sur les vaisseaux, ils diminuent les phénomenes
vasculaires de I'inflammation. Par leur effet antiprolifératif sur les histiocytes-monocytes-
macrophages de tous les types, les lymphocytes, les plasmocytes, les fibroblastes et les
polynucléaires neutrophiles, ils inhibent les phénoménes cellulaires précoces et tardifs de
I’inflammation. A tres fortes doses, les glucocorticoides ont un effet lymphocytolytique
permettant une inhibition de I'immunité a médiation cellulaire et, a un degré moindre, une

diminution de la synthese des anticorps humoraux (Muster, 2005).
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prednisolone (3) RU486 (4)

Figure 4: Glucocorticoides stéroidiens. (d’aprées RAZAVI et HARCKEN, 2012).
Les composes 2 et 3 sont considérés comme les médicaments les plus florissants en médecine

moderne. Le composé 4 est la mifépristone.

4.2  Anti-inflammatoires non stéroidien (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) demeurent une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde, que ce soit dans le cadre de la prescription médicale ou de celui
de l’automédication, en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques ou
antalgiques (Jouzeau et al., 2004).

Chimiquement, les AINS constituent une classe médicamenteuse hétérogéne, comprenant une
trentaine de produits (Pillon, 2014), ils sont la classe médicamenteuse la plus communément
utilisée pour traiter les douleurs et les blessures, voire pour les prévenir (Lai-Cheung-Kit et
al., 2019) (Fig.5). Ils convient de distinguer les AINS salicylés, dont le chef de file est I’acide
acetylsalicylique, et les AINS non salicylés. Malgreé la diversité de leur nature chimique, ont
tous en commun le fait de contrer les manifestations de la réaction inflammatoire (Pillon,
2014).
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Ibuprofen Mefenamic
CyHi O, 2063% acid
CisH15NO; 2413

Paracetamol

Naproxen
CoHyNO, 151.2
CisHis 0, 2303
Aspirin
Diclofe nac
CoHy O 180.0
Cia HnCo 2962
NO;
Indomethacin 3
Ketoprofen CroHieCGNOs  357.8
CyeH 1404 2543

Figure 5 : Les médicaments anti-inflammatoires les plus communs (1zadi et al., 2020).

L’efficacité des AINS, comme leurs principaux effets secondaires sont liés a leur mécanisme
d’action principal qui est une inhibition de la cyclo-oxygénase (COX), enzyme responsable de
la biosynthese des prostaglandines (Orliaguet et al., 2013), est qu’ils sont responsables d’une
morbi-mortalité importante, générée principalement par leurs effets indésirables digestifs
séveres et rénaux (Jouzeau et al., 2004). Les AINS classiques, c’est-a-dire non sélectifs,
inhibent les deux isoformes de la COX (COX-1 et COX-2), contrairement aux AINS sélectifs
de la COX-2 (coxib) (Orliaguet et al., 2013).

4.3 Anti-inflammatoires enzymatiques

Les enzymes sont des anti-inflammatoires d’efficacité modeste. Elles sont utilisées comme
anticedémateux par voie locale ou par voie orale et sont proposées dans le traitement des
cedémes post-traumatiques ou méme postchirurgicaux. Parmi ces enzymes on peut citer
Ribatran® qui est une ribonucléase animale d’origine pancréatique a action nucléase et
maxilase® une alpha-amylase bactérienne (Bacillus subtilis), a activité endoamylase
(carbohydrase) (Muster, 2005). La principale contre-indication est I’hypersensibilité a 1’un

des composants. Elles sont surtout prescrites chez 1’adulte et a une dose plus faible, chez
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I’enfant de plus de 6 ans. Par mesure de précaution, il est préférable de ne pas les utiliser chez
les femmes pendant la grossesse (Muster, 2005).

4.4 Anti-inflammatoires a base de plantes

Les enzymes COX convertissent 1’acide arachidonique en prostaglandines. Les
prostaglandines sont impliquées dans le processus complexe de I’inflammation et sont
également responsables de la sensation de douleur. L’inhibition de la synthese des
prostaglandines permet donc de soulager la douleur et de réduire I’inflammation des tissus
enflammés. Un certain nombre d’études ont montré que les plantes posseédent une activité
inhibitrice contre les enzymes COX. Ces plantes peuvent donc étre une option dans le
traitement de la douleur et des affections inflammatoires (Larsen et al., 2015).

Le tableau n°1 représente la liste des principaux agents anti-inflammatoires issus de plantes
médicinales et dont I’activité a été prouvée apres des essais pré-cliniques et cliniques. Les

structures de ces anti-inflammatoires sont donnees dans la figure 6.

Tableau 1: Composés bioactifs dérivés de plantes ayant une activité anti-inflammatoire
(Olofsson et al., 2017).

Acide acétylsalicylique Acide 2-(acetoxy)- A partir de I’acide
(aspirine)/modifié par synthese benzoique salicylique
Acide salicylique Acide beta-hydroxy Salix alba
(naturel)
Curcumin Diarylheptanoide Curcuma longa
Epigallocatéchine- 3-gallate (EGCG) Catéchine Camellia sinensis
Resvératrol Stilbenoide Vitis vinifera

Polygonumcuspidatum
Quercétine Flavonol Plante (plusieurs fruits,
Iégumes, graines)

Capsaicine Capsaicinoide Capsicumsps
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Figure 6: Structures chimiques des principaux anti-inflammatoires dérivés de plantes
(PubChem, s. d.-g, s. d.-a, s. d.-c, s. d.-d, s. d.-f, s. d.-e, s. d.-b).

5 Meéthodes d’étude de Pactivité anti-inflammatoire
5.1 Etude in vitro

5.1.1 Deénaturation protéique

La dénaturation des protéines est un processus au cours duquel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire par I’application d’un stress ou d’un composé
externe, comme un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant
organique ou la chaleur. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction biologique
lorsqu’elles sont dénaturées. La dénaturation des protéines est une cause bien documentée de
I’inflammation. La méthode consiste a mélanger I’extrait étudié avec une solution de sérum-
albumine, et de créer un stress par la chaleur (ex; 51 C ° a 20 min), la turbidité est ensuite
mesurée a 660 nm. Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de la protéine est calculé
comme suit : pourcentage d’inhibition = [Abs contrdle-Abs échantillon]x100/Abs contrdle
(Leelaprakash et Dass, 2011).
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5.1.2 Stabilisation membranaire

Le choix de I’érythrocyte comme modeéle pour I’étude du mécanisme de stabilisation des
membranes présente plusieurs avantages : la surface membranaire des érythrocytes peut étre
estimée de maniére assez précise, et I’érythrocyte est dépourvu de membranes et d’organelles
intracellulaires. On peut donc supposer que tout effet d’un médicament sur I’hémolyse
osmotique peut étre interprété a juste titre comme un effet sur la membrane, bien qu’il soit
necessaire d’exclure les effets sur la matrice intracellulaire (Seeman et Weinstein, 1966).
Pour tester la stabilité membranaire deux tests sont utilisés, un test de stabilité par la chaleur
et un test d’hémolyse, la quantité de I’hémoglobine libérée est quantifiée par la mesure de
I’absorbance a 560 nm, le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :pourcentage
d’inhibition = [Abs controle-Abs échantillon] x100/Abs contrble (Leelaprakash et Dass,
2011).

5.1.3 Activité anti-lipoxygénase

La voie de la lipoxygénase dans les plantes est I’équivalent de la cascade de I’acide
arachidonique chez les animaux. C’est pour cette raison, I’inhibition in vitro de la
lipoxygénase constitue un trés bon modeéle pour le criblage de ’activité anti-inflammatoire
des substances naturelles. L’activité anti-lipoxygénase est étudiée en mélangeant 1’acide
linoléique comme un substrat et lipoxydase comme enzyme, en présence de I’extrait de plante
étudié, I’incubation est réalisée a 250 °C, et I’absorbance est mesurée a 234 nm. Le
pourcentage d’inhibition est calculé selon 1’équation suivante : % d’inhibition = [(Abs
contrble-Abs échantillon)/Abs contrble]x100, la ICso est aussi déterminée (Leelaprakash et
Dass, 2011).

5.2 Etude in vivo

Le criblage de I’activité anti-inflammatoire est réalisé par le test de la carragénine. Cet agent
phlogogéne induit au niveau de la patte du rat un cedéme considéré comme un signe
caractéristique de I’inflammation et qui sera traduit en volume et mesuré par le
Pléthysmometre ce qui permet de suivre I’évolution du processus inflammatoire. Cette
méthode a été trés utilisée dans 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de plusieurs
composés, en raison de sa simplicité d’exécution, de sa rapidité d’induction des symptomes

caracteristiques de I’inflammation (Riahi et al., 2011).
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Matériel et méthodes

1 Matériel végétal

Marrubium vulgare L., dans leur habitat naturel. Cette espece a été récoltée en janvier 2020
dans la région d’Ain Témouchent. Le séchage du matériel végétal est effectué a I’air libre et a
I’abri de la lumiere et de I’humidité pendant 21 jours. Aprés séchage, la partie aérienne (tiges
et feuilles) de la plante est broyée en fine poudre a I’aide d’un broyeur électrique et stockée

soigneusement jusqu’a son utilisation.
2 Etude phytochimique de I’extrait butanolique de M.vulgare L.
2.1 Préparation de I’extrait n-butanol

Dans un erlenmeyer contenant un mélange méthanol/eau (70:30 ; v/v), 10 g de poudre fine du
Marrubium vulgare sont ajoutés, et ont été laissés macérer pendant 24 h sous agitation douce
a température ambiante. Ensuite I’extrait hydroalcoolique est récupéré par filtration sous vide,
et est concentré par évaporation sous pression réduite a 1’aide d’un rotavapor a 40 ° C. On
obtient ainsi un extrait aqueux, qui va subir une série d’extractions liquide-liquide en utilisant
des solvants a polarité croissante ; I’hexane, I’éther diéthylique, ’acétate d’éthyle et le n-
butanol. La phase organique finale n-butanol est évaporée a sec (rotavapor a 50 °C), pour
obtenir un extrait butanolique destiné aux dosages phytochimiques et a I’étude de son activité

biologique.

» Determination du rendement
Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage d’extrait est calculé par la formule

suivante :

Masse de l'extrait sec (en
R= eng) 100

~ Masse de la matiére végétal (en g)

R : rendement exprimé en pourcentage % (g/g).

2.2 Dosage des polyphénols totaux

» Principe

Le dosage des polyphénols totaux est déterminé par une méthode colorimétrique dont le
Folin-Ciocalteu est utilisé comme réactif (Singleton et al., 1999). Le principe est basé sur
I’oxydation des composés phénoliques par I’acide phosphotungstique (HaPW12040) et 1’acide

phosphomolybdique (H3PMo012040), les principaux constituants du réactif utilisé, qui sont
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ainsi réduits en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO23).
L’intensité de la coloration (725 & 760 nm) est proportionnelle a la quantité des polyphénols

présents dans les extraits testés. (Singleton et al., 1999).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est sensible aux composés réducteurs, y compris les
polyphénols, produisant ainsi une couleur bleue lors de la réaction. Cette couleur bleue est
mesurée spectrophotométriquement. Ainsi, le contenu phénolique total peut étre déterminée
(Maurya et Singh, 2010).

> Procédure

Un volume de 1 ml butanolique a été mélangé avec 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu & 10 %.
Aprés agitation au vortex, le mélange est laissé reposer pendant 4 minutes a tempeérature
ambiante puis 4 ml du réactif de carbonate de sodium (NaCOz) a 7.5% sont ajoutes.
L’ensemble est incubé pendant 2 heures et la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide

d’un spectrophotométre UV-visible (Multi-cell changer 6715UV/Vis JENWAY) a 750 nm.

Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, I’acide galliques est
utilisé comme un standard avec différentes concentrations allant de 0,01 a 0,5 mg/ml qui ont
étaient déja préparées dans du méthanol a 70%. Le tableau 2 résume le protocole illustratif et

les différentes étapes suivies pour le dosage des polyphénols totaux.

Tableau 2: Mode opératoire du dosage des polyphénols totaux de I'extrait butanolique de M.
vulgare.

Concentration de ’acide gallique (mg/ml) 0 001 0,02 003 004 005 -

Extrait butanolique (mg/ml) - - - - - - 12
Volume en ml 1 1 1 1 1 1 1
Folin-Ciocalteu (ml) 5 5 5 5 5 5 5

Incubation pendant 4 min a une température ambiante
Carbonate de sodium (NaCOs) a 7.5% (ml) 4 4 4 4 4 4 4
Incubation pendant 2 h a une température ambiante et a I’obscurité

Mesure de la DO a 750 nm
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» Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique (mg EAG) par

gramme d’extrait n-butanolique sont calculés selon la formule suivante :

Quantité de polyphénols = a.f/b

a : Concentration en polyphénols en mg/mL déterminée a partir de la courbe d’étalonnage
f : Facteur de dilution

b: Masse de I’extrait

2.3 Dosage des flavonoides totaux
» Principe

Le dosage des flavonoides totaux est réalisé par la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AIClz) et au nitrite de sodium (NaNO2) (Zhishen et al., 1999). Le principe est
basé sur la nitrosation des flavonoides par 1’acide nitrique, suivie par la formation dans un
milieu alcalin, d’un complexe rouge (510 nm) entre les groupements hydroxyles des
flavonoides et les ions Al (111) (Zhishen et al., 1999).

» Procédure

La teneur en flavonoides totaux dans 1’extrait n-butanolique est déterminée en utilisant la
méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium et la soude. 1 ml de ’extrait est mélangé a
300 pl d’une solution de nitrite de sodium (NaNOz) a 0,6 %. Aprés 6 minutes 300 pl de
chlorure d’aluminium (AlCls, 6H20) a 2,2 % sont additionnés au mélange, le tout est laissé
incuber pendant six minutes. Aprés 6 min d’incubation a la température ambiante, 300 pl
d’hydroxyde de sodium (NaOH) & 0,8 M sont ajoutés a chaque tube. L’ensemble est agité au
vortex puis laissé reposer pendant 10 minutes a la température ambiante. L’absorbance de la
solution de couleur roséatre est déterminée a 510 nm contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotometre UV/Vis (Multi-cell changer 6715UV/Vis JENWAY).

Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, la catéchine est utilisée
comme un standard avec différentes concentrations allant de 0,1 a 0,5 qui ont été préparé dans

I’éthanol. Les concentrations des flavonoides ont été déduites a partir de la gamme de la
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courbe d’étalonnage établie avec la catéchine. Le tableau 3 résume le Protocole illustratif et

les différentes étapes suivies pour le dosage des flavonoides totaux.

Tableau 3: Mode opératoire du dosage des flavonoides totaux de I'extrait butanolique de M.

vulgare.

_ _ 0 01 02 03 04 05 -
Concentration de catéchine (mg/ml)

Extrait butanolique(mg/ml)

Volume (ul) 300 300 300 300 300 300 300

Nitrite de sodium (NaNO>) a 6g/l (ul) 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
Incubation pendant 5 min a une température ambiante

Trichlorure d'aluminium 300 300 300 300 300 300 300
(AICI3.6H20) a 22g/1 (ul)

Incubation pendant 6 min a une température ambiante

NaOH 0.8 M (ul) 300 300 300 300 300 300 300

Incubation pendant 10 minutes a une température ambiante

La lecture de la DO a été réalisée 510 nm.

> Expression des résultats

Le taux des flavonoides totaux dans I’extrait butanolique de M. vulgare, exprimé en

milligramme équivalent de la catéchine (mg EC) par gramme de 1’extrait est calculé comme
suit :

Quantité de flavonoides = a.f/C

a : Concentration des flavonoides en mg/mL déterminée a partir de la courbe d’étalonnage
f : Facteur de dilution

¢ : Masse de ’extrait
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3 Etude in vitro de I’activité biologique de I’extrait n-butanolique de M.
vulgare

3.1 Evaluation de I’activité anti-hémolytique de I’extrait butanolique

» Principe

Activité anti-inflammatoire de I’extrait n-butanolique peut étre étudiée in vitro par I’utilisation
des membranes des érythrocytes qui représentent des similitudes avec d’autres membranes
cellulaires notamment des lysosomes, I’effet sur la stabilisation de la membrane
érythrocytaire pourrait étre extrapolé a la stabilisation de la membrane lysosomale (Shobana
et Vidhya, 2016). Dans notre étude, nous avons utilisé deux tests, un test de stabilité par la
chaleur et un test d’hémolyse, en se basant sur la méthode suivie par Shinde et ces
collaborateurs (1999).

» Mode opératoire

A- Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang humain a été prélevé par ponction veineuse sur un volontaire humain en bonne santé
qui n'a pas pris d'AINS pendant 14 jours et placé délicatement dans un tube héparine.
L’obtention des globules rouges du sang total a été effectuée comme suit :

e Le tube a ete centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes.

e Le plasma a été soigneusement éliminé, y compris la couche leucocytaire.

e Le culot ainsi récupéré, est lavé trois fois avec du sérum physiologique (0,9%), et

reconstitué dans une solution tampon iso-saline (pH=7.4), a 40% (Vv/v).

B- Test de la stabilisation membranaire par la chaleur

Le tableau 4 résume les différentes étapes utilisées dans le test de stabilisation membranaire
par la chaleur. Deux séries de tubes ont été utilisées pour ce test, une est incubée a 54°C et
l’autre a 4°C, pendant 20 min. Chaque tube contenant un mélange réactionnel qui était
composé de 0,5 ml d'extrait butanolique de M. vulgare testé a différentes concentrations (350,
700 et 1400 pg/ml), de 4,5 ml d’une solution tampon phosphate (pH=7.4), et de 30 pl de la
suspension érythrocytaire a 40%. Aprés incubation, le mélange réactionnel a été centrifugé a
1300 rpm pendant 3 min et I'absorbance des surnageants récupérés a été mesurée a 540 nm en
utilisant un spectrophotometre UV/Vis (Multi-cell changer 6715UV/Vis JENWAY). L’acide
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salicylique (un anti-inflammatoire non stéroidien), a été utilisé comme un contréle positif a

500 pg/ml.

Tableau 4: Mode opératoire du test de la stabilisation membranaire par la chaleur.

Concentrations de I’extrait butanolique (pg/ml) 350 700 1400 -
Acide salicylique (ng/ml) - - - - 500

Ethanol (ml) 0.5 - - - -
Volumes (ml) - 05 05 05 0.5
Solution tampon phosphate (pH=7.4) 45 45 45 45 4.5
Volume de la suspension érythrocytaire (ul) 30 30 30 30 30

Chaque tube est préparé en deux exemplaires ; un est incubé a 54° dans un bain Marie

et I’autre a 0°, pendant 20 min.
Centrifugation 3 min a 1300 g.

Récupération du surnageant et lecture de ’absorbance a 520 nm.

» Calcul du pourcentage d’inhibition

Le % de l'activité de stabilisation de la membrane a été calculé par la formule mentionnée ci-

dessous (Sindhi et al., 2013):

DO2 - DO1

D02’ — DOl') 100

Pourcentage inhibition de I’hémolyse = (1

DOL1 : Echantillona 0 °C
DO2 : Echantillon a 54 °c.
DOT1’ : Contrdle négative a 0 °c.

DO2’ : Contrdle négatif a 54 °c.
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C- Test d’hémolyse

Deux séries de tubes ont été utilisées, une a été traitée par une solution tampon phosphate
isotonique (pH=7.4) et I’autre par une solution tampon hypotonique (pH=7.4). Chaque tube
contenant un mélange réactionnel qui compose de 0,5 ml de I’extrait butanolique de
M.vulgare a 350, 700 et 1400 ug/ml, de 4,5 ml de solution tampon phosphate isotonique ou
hypotonique (pH=7.4), et de 30 ul de la suspension érythrocytaire a 40%. L’acide salicylique
(500 pg/ml) a été utilisé comme un contrdle positif. Les tubes ont été incubés a une
température ambiante pendant 10 minutes. Apres incubation des tubes, le mélange réactionnel
a été centrifugé pendant 3 min a 1300 rpm. Le liquide surnageant a été récupéré décanter et la
teneur en hémoglobine a été estimée par un spectrophotometre a 540 nm. Le tableau 5

résume le mode opératoire utilisé dans le test d’hémolyse.

Tableau 5: Mode opératoire du test d’hémolyse.

350 700 1400 -

Concentrations de I’extrait aqueux (pg/ml)

Concentrations de I’acide salicylique (ng/ml) - - - - 200
Volumes (ml) - 05 05 05 0.5
H20 (ml) 0.5 - - - -

Chague tube est préparé en deux series, une est additionnée d’une solution tampon phosphate
hypotonique (pH 7,4) et ’autre d’une solution tampon phosphate isotonique (pH 7.4)

Volume de la suspension érythrocytaire 40 % (ul) 30 30 30 30 30

Incubation a la température ambiante pendant 10 min

Centrifugation 3 min a 1300 rpm

Récupération du surnageant et lecture de ’absorbance a 540 nm.

Page 21



Matériel et méthodes

» Calcul du pourcentage d’inhibition de ’hémolyse
Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est calculé comme suit (Sindhi et al., 2013):

D02 - Do1

D02 - DOl’) * 100

Pourcentage inhibition de I’hémolys = (1

DOL1 : Echantillon traité par la solution isotonique.
DO2 : Echantillon traité par la solution hypotonique.
DO1’ : Contrdle négative traité par la solution isotonique.

DQO2’ : Contréle négatif traité par la solution hypotonique.
D. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimes sous forme de moyennes (m) accompagnées de leur indice de

dispersion qui est I'erreur standard a la moyenne (ESM) : m £ ESM
1
Moyenne (m) X = —Z xi
N L
Ecart type (0)o = Vvariance
o
Erreur standard de la moyenne (ESM) EMS = —

Vn

Pour comparer deux échantillons indépendants, on applique le test de Student a un degré de
liberté qui dépend de la taille de 1’échantillon.

La différence entre deux moyennes est significative a P < 0.05 (*).
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Résultats et discussion

1 Etude phytochimique de M.vulgare

1.1 Préparation de I’extrait n-butanolique

L’extraction sélective des métabolites secondaires par les solvants, permet selon la nature de
ce dernier d’obtenir des composés ciblés, généralement, les solvants polaires sont utilisés pour
I’extraction des composants hydrophiles, alors que les solvants non polaires (ou apolaires)

sont préférés pour ’extraction des métabolites secondaires lipophiles (El Mehdi et al., 2021).

Dans un but d’obtenir un extrait riche en polyphénols a partir de la partie aérienne de M.
vulgare, nous avons procédé a une extraction sélective en deux étapes, la premiére consiste en
une extraction solide-liquide, en utilisant un mélange hydrométhanoique a 70 % (v/v), en effet
les composes phénoliques sont normalement solubles dans les solvants organiques polaires
comme 1’eau et le méthanol, et leur solubilité augmente avec le nombre des groupements
hydroxyles (Bels¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018). De plus des études sur M. vulgare ont montré
que l’extrait méthanolique a donné la plus grande valeur en composés phénoliques et en

flavonoides (Bouterfas et al., 2016; Ghedadba et al., 2014).

La deuxiéme étape est une séric d’extraction liquide-liqguide une méthode fondée sur la
distribution inégale d’un soluté entre deux solvants en fonction de sa solubilité dans chacun
d’entre eux (Abe et al., 2010). Dans notre étude nous avons utilisé des solvants a polarité
croissante, le n-hexane et I’éther diéthylique qui isolent les composés non polaires comme les
lipides et les pigments chlorophylliens respectivement, I’acétate d’éthyle qui extrait les

monoglycosides et le n-butanol qui extrait les glycosides dont les flavonoides (Sarker, 2006).

Nous nous sommes intéressés a 1’extrait final (le n-butanol) susceptible de contenir la fraction
la plus importante des polyphénols, dont les flavonoides. Les tests phytochimiques qualitatifs
réalisés sur cet extrait, ont prouvé la présence des flavonoides, qui ont donné une forte
coloration rose-orangé en réaction avec 1’acide chlorhydrique et les tournures de magnésium.
En revanche, ces mémes tests ont prouvé ’absence de tous les autres métabolites secondaires,

a savoir les tannins, les quinones, les saponosides, les stéroides et les alcaloides.

L’extrait n-butanol riche en polyphénols a donné un rendement de 2.7% (g/g de plante séche),
dans I’étude de Ghedadba (2018) réalisée sur la méme espece mais sur les feuilles séches et

les sommités fleuries , montre que I'extrait butanolique donne un rendement de 8,7 %, qui est
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trois fois plus que le nétre, par ailleurs I'extrait aqueux lyophilisé a donné un rendement tres
important de 12,98 %.

Cette variation de rendement peut étre dd a plusieurs facteurs notamment le poids du matériel
végetatif initiale, la partie étudier de la plante, la période, le lieu de la récolte et la durée de
séchage (Ghedadba et al., 2014).

Il est important de souligner que le choix des solvants, ainsi que les conditions dans lesquelles
I’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent tout le contenu total en phénols et
flavonoides, et par conséquent affecte les activités biologiques médiées par ces métabolites
(Gheffour et al., 2015).

1.2 Teneur en composés phénoliques totaux

Le contenu phénolique dans I’extrait n-butanolique de M. vulgare a été déterminé avec le
réactif de Folin-Ciocalteu, I'acide gallique a été utilisé comme composé standard (Fig.7). Les
résultats obtenus pour la concentration des polyphénols totaux sont exprimés en mg EAG/ g

d’extrait butanolique en utilisant 'équation de la courbe standard (Fig.8).

Figure 7 : Gamme étalon d’acide gallique (0-50pg/ml).
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Figure 8 : Courbe étalon de l'acide gallique (A=750 nm).

Le contenu phénolique dans I'extrait examiné s’est étendu a une valeur de 142 + 2,66 mg
EAG/ g d’extrait butanolique. Ce résultat est identique a celui obtenu par Ghedadba,
(2018) sur la méme espece, et qui été d’une valeur de 149 + 0,94 mg EAG/ g d’extrait
butanolique, Par contre, Matkowski et ces collaborateurs (2008), ont trouvé un taux plus
faible et qui de 71.3 £ 7.5 mg EAG/ g d’extrait butanolique.

La quantité des composés phénoliques et des flavonoides des extraits de plantes varie d’une
plante a I’autre, cela est probablement di a la localisation géographique, la saison de récolte,
les conditions climatiques et environnementales, la maturité de la plante et la durée de

conservation (Gheffour et al., 2015).

1.3 Teneur en flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux a été effectué selon la méthode spectrophotométrique
utilisant le chlorure d’aluminium et le nitrite de sodium. La catéchine a éte utilisée comme
étalon (Fig.9) a différentes concentrations. La concentration des flavonoides a été exprimée
en mg équivalent de catéchine EC/g d’extrait butanolique, en utilisant I’équation standard de
la courbe (Fig.10).
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Figure 9: Gamme étalon de la catéchine (0-500pug/ml) et I’extrait

butanolique.
1.2
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o
[
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0.2
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0.4 0.
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Figure 10 : Courbe étalon de la catéchine (A=510 nm).

Les résultats obtenus montrent que la concentration des flavonoides dans 1’extrait butanolique
est de 288,53 + 19,88 mg EC/g d’extrait et qui est largement supérieure a celui obtenu par
(Nour El Islam et al., 2020) qui ont fait le dosage sur le méme extrait et qui ont révélé une

teneur de 182,54 mg EAG/g d’extrait. D’autres études reéalisées sur la méme espéce, déclare
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que la teneur en flavonoides de I’extrait butanolique est de 20,90 £ 0,78 mg E quercétine/g
(GHEDADBA, 2018), qui est inférieur a celle du travail actuel, cette différence entre les

résultats peut étre expliquée par le type du standard utilisé dans le dosage.

Les teneurs en polyphénols, dont les flavonoides, varient qualitativement et quantitativement
pour la méme espéce et cela peut étre attribué a plusieurs facteurs, tels que les facteurs
géographiques, climatiques et environnementaux (Zaid, 2020). D’autre part, les facteurs
endogénes tels que la différenciation tissulaire, le stade de développement de la plante, la
concurrence, 1’état nutritionnel, les facteurs génétiques, le degré de maturation de la plante ont
aussi une forte influence sur la teneur en polyphénols. De plus, les méthodes d’extraction et
de quantifications utilisées et méme le site et la période de la collecte de la plante peuvent
également influencer la teneur en polyphénols (Zaid, 2020).

La composition phytochimique de Marrubium vulgare a été le sujet de plusieurs études, dans
lesquelles les structures de plusieurs flavonoides ont été identifiées telles que I’apigénine, la
vitexine, la quercetine et la lutéolin (Lodhi et al., 2017). De plus la plante contient de I’acide
ursolique, de la choline, des labdanes (diterpenes) en particulier la marrubiine (en forte
concentration), des phénylpropanoide et des glycosides phenyléthanoides (Lodhi et al.,
2017), et de I’acide gallique (Ghedadba et al., 2014).

2 L’activité anti-inflammatoire (in vitro)

Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire in vitro d’extrait butanolique deux tests ont été
réalises :
- Test de la stabilisation membranaire par la chaleur

- Test de la stabilisation membranaire par la solution hypotonique

Ces deux procédés provoquent I’hémolyse des cellules érythrocytaires (globules rouges), Si
I’extrait butanolique posséde des molécules anti-hémolytiques donc il peut prévenir cette
hémolyse. L’acide salicylique (500 pg/ml) est utilisé comme un anti-inflammatoire standard

de référence. Les résultats sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6: Effet de I'extrait butanolique de M. vulgare L, contre I'némolyse des membranes
érythrocytaire, induite dans la chaleur et dans la solution hypotonique.

. Inhibition de ’hémolyse (%)
) Concentrations
Traitement i .
(ng/ml) Chaleur Solution hypotonique
350 29,41 + 0,41 62,65 + 3,11
i _ 700 *48,22 + 0,22 84,72 £ 0,28
Extrait butanolique
de M.vulgare L

1400 *44,14 + 0,14 67,16 £ 0,16

Acide salicylique 500 *36,50 +0,50 80,54 + 1,56

* P<0.05.

Concernant ’hémolyse induite par chaleur testée sur 1’espéce Marrubium vulgare, et d’apres
les résultats obtenus qui sont montrés dans le tableau 6, ’extrait butanolique a donné un taux
le plus élevé de protection contre I’hémolyse qui égale a 48,22 + 0,22 % a une concentration
de 700 pg/ml et qui est supérieur méme au taux de standard (acide salicylique) qui égale a

36,50 + 0,50 % a une concentration de 500 pg/ml.

D’autre part, les résultats du test de 1’activité anti-inflammatoire qui utilise ’hémolyse des
globules rouges par la solution hypotonique, montre que I’extrait butanolique donne un effet
protecteur maximal contre I’hémolyse qui est de valeur 84,72 + 0,28 % a une concentration de
700 pg/ml et qui identique a celui du standard qui égale a 80,54 £1,56 a une concentration de
500 pg/ml

Des études réalisees sur différents extraits de M. Vulgare ont aussi prouvé que la plante
possede un effet anti-inflammatoire significatif, ’extrait méthanolique (Lodhi et al., 2017) et
I’extrait chloroformique (Namoune et al., 2018), ont montré un effet sur la production des
facteurs de nécrose tumorale (TNF-a). D’autre part, I’extrait méthanolique a montré un effet
inhibiteur sur I'enzyme cyclooxygénase (Hyun et al., 2016).

Les études phytochimiques réalisées sur M.vulgare ont permis de caractériser différents
métabolites, en particulier les flavonoides (lutéoline, apigénine et quercétine), et les

diterpénoides de labdane (marrubiine) (Nicholas, 1964; Zawislak, 2012), ces deux classes de
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métabolites secondaires ont été considérées comme responsables de [activité anti-
inflammatoire de la plante.

Kim et ces collaborateurs (2004) ont suggéré que les flavonoides agissent comme des anti-
inflammatoires en inhibant les enzymes génératrices d'eicosanoides, notamment la
phospholipase A-2, les cyclo-oxygénases et les lipoxygénases, ce qui réduit les concentrations
de prostanoides. D’autres études ont également montré que certains flavonoides, en particulier
les dérivés de flavones, expriment leur activité anti-inflammatoire par la modulation de
I'expression de genes pro-inflammatoires tels que la cyclo-oxygénase-2, l'oxyde nitrique
synthase inductible et plusieurs cytokines (Kim et al., 2004).
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Conclusion

Nombreux patients atteints des maladies inflammatoires vont consommer des anti-
inflammatoires stéroidiens ou non stéroidiens pour se guérir de ces maladies, mais,
I'utilisation a long cours de ces médicaments thérapeutiques est souvent liée a des effets
indésirables tels que la prise de poids, les troubles digestifs et I’insuffisance rénale, ce qui a
poussé les scientifiques a rechercher des sources naturelles d’un traitement a base des plantes

médicinales qui présentent un vaste spectre des propriétés thérapeutiques.

Parmi ces plantes médicinales, Marrubium vulgare qui appartenant a la famille des Lamiaceae
tres fréquemment employées en Algérie. L’effet anti-inflammatoire in vitro d’extrait

butanolique de Marrubium vulgare a été évalué dans ce travail.

Les essais phytochimiques exerces sur cette espece en particulier la méthode de Folin-
Ciocalteu a réveéler la présence des polyphénols, de méme le test de trichlorure d’aluminium

(AICI5) et au nitrite de sodium (NaNO) montre I’abondance de cette espece en flavonoides.

Dans le but d’évaluer les activités anti-inflammatoires in vitro de cette plante, I’extrait
butanolique a été mélanger par les cellules érythrocytaires dans deux conditions différentes,
I’'une dans la chaleur (54 °C) et l'autre en présence de la solution hypotonique, 1’acide
salicylique est utilisé comme un agent anti-inflammatoire standard. Les resultats obtenus ont
montré que D’extrait butanolique de M. vulgare présente des pourcentages d’inhibition de

I’hémolyse trés importants et donc une efficacite contre I’inflammation.

A la lumiére de cette étude, ce travail préliminaire consacré a un extrait de M. vulgare
nécessite d’étre poursuivie en s’intéressant essentiellement a :

L’isolement et la caractérisation des différents métabolites secondaires présents dans 1’extrait
butanolique.

L’étude in vitro et in vivo des activités biologiques des molécules isolées, afin de sélectionner

les plus actives, et d’étudier leurs mécanismes d’action.
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