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Résumé

Teucrium chamaedrys L. est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle, connue
sous le nom le nom "Balut al arth". Le présent travail vise a étudier la composition
phytochimique et évaluer les activités antioxydante,antibactérienne et anti-inflammatoire de
I’extrait méthanolique de cette plante. L extraction a €té réalisée par le Soxhlet et le rendement
été de 10,75+1,76%. L’analyse colorimétrique a révélé que 1’extrait est riche en polyphénols
totaux (229,27+5,85ug EAG/mg EXx) et enflavonoides (40,85+0,43ug EQ/mg EX). Les résultats
de I’activité antioxydante ont montré quel’extrait méthanolique posséde un pouvoir antioxydant
puissant dont la CAT est de 310,07+6,06ug EAA/mg Ex. En plus, I’extrait a présenté un pouvoir
antiradicalaire élevé vis- a-vis les radicaux DPPH et ABTS (I1C50=28,27+0,87ug/mL et
317,20+£2,45ug/mL, respectivement). L’extrait a exercé un pouvoir réducteur important
(A05=116,19+5,63) et inhibe remarquablement le blanchissement de B-caroténe
(AA%=77,08+2,63%). Les résultats de I’activité antibactérienne ont montré une bonne activité
vis-a-vis B. cereus (CMI=0,39mg/mL). Les résultats de I’activité anti-inflammatoire in vitro
ont montré que !’extrait méthanolique a présenté un pouvoir inhibiteur important (ICso=
437,80+21,11pg/mL).D’autre part, 1’évaluation de Iactivité anti-inflammatoire in vivo a réduit
de facon significativelaformation de I’cedéme dont le pourcentage le plus important a été observé
aladose 400mg/kg(75,84+5,61%). Ces résultats justifient 1’usage traditionnel de cette plante qui
mérite des étudessupplémentaires.

Mots clés : Teucrium chamaedrys L., extrait méthanolique, activité antioxydante, activité
antibactérienne, activité anti-inflammatoire.



Abstract

Teucrium chamaedrys L. is a plant widely used in traditional medicine known as "Balut al arth”.
The present work aimsto study the phytochemical composition and evaluate the antioxidant,
antibacterial and anti- inflammatory activities of the methanolic extract of this plant. Extraction
was carried out by Soxhlet and the yield was 10.75£1.76%. The colorimetric method revealed
that the extract wasrich in total polyphenols (229.27+5.85ug EAG/mg Ex) and flavonoids
(40.85+0.43ug EQ/mg Ex). The antioxidant activity results showed that the methanolic extract
possessed a powerful antioxidant capacity with a CAT of 310.07£6.06pg EAA/mg EX. In
addition, the extract exhibited a high antiradical capacity towards DPPH and ABTS radicals
(1C50=28.27+0.87ng/mL and 317.20+2.45ug/mL, respectively). The extract exerted significant
reducing power (Aos=116.19+5.63) and remarkably inhibition of pB-carotene bleaching
(AA%=77.08+£2.63%). Antibacterial activity results showed good activity against B. cereus
(MIC=0.39mg/mL). The results of the in vitro anti-inflammatory activity showed that the
methanolic extract exhibited significant inhibitory power (ICso= 437.80+21.11g/mL). On the
other hand, the evaluation of the anti-inflammatory activity in vivo significantly reduced
oedema formation, with the highest percentage observed at the dose of 400mg/kg
(75.84£5.61%). These results justify the traditional use of this plant, which merits further study.

Keywords: Teucrium chamaedrys L., methanolic extract, antioxidant activity, antibacterial
activity, anti-inflammatory activity.
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INTRODUCTION



Introduction

La pollution, le tabagisme et les mauvaises habitudes alimentaires peuvent accroitre le
processus d’oxydation dans notre organisme, conduisant & la surproduction d’Espéces
Reéactives de 1I’Oxygeéne (ERO). Le déséquilibre entre les systemes pro-oxydants et les
antioxydants, connu sous le nom de stress oxydant. Ce dernier est associé a diverses pathologies
telles les maladies cardiovasculaires, le diabéte, le cancer, les troubles neurodégénératifs et

inflammatoires ainsi que le vieillissement (Bjgrklund et al., 2022).

La supplémentation par les antioxydants devient une nécessité, mais 1’utilisation des
antioxydants de synthese présente des effets indésirables sur la santé humaine. De plus, I’usage
excessif d’agents antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication humaine conduit
au développement de microorganismes résistants a la plupart des antibiotiques (Lachkar et al.,
2016). Parallélement, les traitements anti-inflammatoires basés sur des molécules synthétiques
comme les anti-inflammatoires non stéroidiens et stéroidiens présentent des effets secondaires
graves (Thabet et al., 2018). De ce fait, la recherche de nouvelles molécules naturelles
bioactives avec des effets secondaires minimes ou inexistants alternatives aux molécules

synthétiques est devenue une priorité pour la recherche scientifique.

Le domaine de la médecine botanique continue de se développer car les préparations a base
de plantes sont de plus en plus considérées comme des sources naturelles de produits chimiques
ayant des propriétés bénéfiques sur la santé humaine (Haslan et al., 2015; De Boer et Sherker,
2017). Le nombre de taxons de la flore algérienne est estimé a environ 4000, dont 300 sont

endémiques en Algérie (Ammar et al., 2020).

Les plantes médicinales constituent une source importante et inépuisable de substances
ayant des activités biologiques et pharmacologiques tres variées (Wang et al., 2018). Les
polyphénols et principalement les flavonoides sont essentiellement connus pour leurs
nombreuses activités biologiques, parmi lesquelles on trouve les activités antioxydantes,
antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Di Lorenzo et al., 2021). Un nombre
considérable de preuves issues d’études indiquent que 1’apport alimentaire de polyphénols peut
étre bénéfique en tant que traitement adjuvant pour la prévention et le traitement de des maladies
(Hussain et al., 2016).

Dans ce contexte, cette étude a été menée sur Teucrium chamaedrys L. (Lamiaceae) est
une plante médicinale, d’origine méditerranéenne, connue sous le nom de germandrée petit-
chéne. Elle est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter les troubles digestifs, les

infections uterines, le rhumatisme et la fievre (Mamdoh et al., 2023).



Introduction

Pour cela, notre travail vise a accomplir les objectifs suivants :

» Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides existants dans I’extrait de
la plante aprés extraction par Soxhlet.

» Evaluation de I’activité antioxydante in vitro.

» Evaluation de I’activité antibactérienne.

> Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo.

Le mémoire est structuré en trois chapitres distincts : le premier est consacré a 1’étude
bibliographique nécessaire pour comprendre, discuter et interpréter les résultats obtenus, le
deuxiéme expose le matériel et les méthodes employés dans nos expériences, tandis que le
troisieme présente 1’ensemble des résultats obtenus et leurs discussions. Ce travail du mémoire
est achevé par une conclusion générale qui récapitule les principaux résultats obtenus ainsi que

les perspectives de sa continuité.
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1. Stress oxydant

Le stress oxydatif est le résultat d’un déséquilibre entre la formation d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO) et les niveaux d’antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Marin et
al., 2023). Cela peut conduire a des désequilibres physiologiques en entrainant des
conséquences néfastes incluant des dommages aux macromolécules cellulaires, y compris
I’acide désoxyribonucléique (ADN), les protéines et les membranes, et éventuellement a des

conditions pathologiques (Ahsan et al., 2022).
1.1. Radicaux libres et espéces réactives

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui contiennent un ou plusieurs
¢lectrons non appariés et qui sont capables d’exister de manicére indépendante ainsi que la
majorité ont une demi-vie tres courte. Ils sont des especes tres réactives qui interviennent dans
plusieurs processus métaboliques, notamment les réactions d’oxydation dans les mitochondries
et ’explosion oxydative des phagocytes. En exces, les radicaux libres peuvent provoquer des
maladies, notamment des maladies auto-immunes, cardiovasculaires, neurodégénératives et des

cancers (Santos-Sanchez et al., 2019).

Environ 95% de I’O2 est consommé sous forme d’énergie et se transforme finalement en
eau. Toutefois, les 5% restants produisent des métabolites appelés oxygéne activé ou ERO, qui
sont extrémement réactifs. Il existe plusieurs exemples de radicaux libres, notamment le radical
superoxyde (O2"), le radical peroxyle (ROO") et le radical hydroxyle (OH"). Il existe également
d’ERO non radicaux, tels que le peroxyde d’hydrogéne (H202) et 1’02 (Nakai et Tsuruta,
2021).

Les espéces réactives de 1’azote (ERN), sont des molécules centrées sur 1’azote, incluent
diverses entités telles que le monoxyde d’azote (NO"), le radical dioxyde d’azote (NO2") et le
peroxynitrite (ONOQO") (Singh et al., 2019a).

1.2. Formes des radicaux libres

Les ERO et les ERN sont deux types de radicaux libres qui se forment dans I’organisme et
qui se composent a la fois de parties radicalaires et non radicalaires (Tableau I). Ces especes
non radicalaires ne sont pas des radicaux libres en soi, mais peuvent facilement conduire a des

réactions radicalaires dans les systemes vivants (Ahmad, 2018).
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Tableau I. Liste des especes réactives et des espéces non réactives produites au cours du

métabolisme cellulaire (Mugoni et Mattia, 2013).

Especes réactives Especes non radicalaires

Nom Symbole Nom Symbole
Radical hydroxyle OH* Peroxyde d’hydrogéne H202
Radical superoxyde 0, Peroxynitrite ONOO
Radical peroxyle ROO* Peroxyde organique ROOH
Radical d’oxyde nitrique NO* Oxygeéne singulet 10,
Radical de dioxyde d’azote NO;’ Ozone O3

1.3. Sources de radicaux libres

Les cellules et les organes sont continuellement exposés a des oxydants au cours du
métabolisme aérobie normal de la cellule. Les radicaux libres peuvent émaner de sources

endogenes ou exogenes (Figure 1) (Sies, 2020).
1.3.1. Sources endogenes

Les sources endogénes comprennent différents organites cellulaires, tels que les
mitochondries, les peroxysomes, le réticulum endoplasmique et les cellules phagocytaires,

caractérisés par une forte consommation d’oxygeéne (Phaniendra et al., 2014).

L’activation des cellules immunitaires, 1’inflammation, I’ischémie, 1’infection, le cancer,
I’exercice physique excessif, le stress mental et le vieillissement sont tous responsables de la
production d’ERO endogénes. Dans les cellules eucaryotes, environ 90% des radicaux
endogenes sont produits par les mitochondries dans des conditions physiologiques et
pathologiques. Cette production résulte principalement de la fuite d’électrons mitochondriaux,
qui réagissent avec 1’02 pour former des ions superoxydes (O2™). Ces ions peuvent ensuite étre
transformés en H>O> et en OH". De petites quantités de radicaux endogenes sont également
générées au niveau des peroxysomes, des membranes plasmiques et nucléaires, ainsi que par
certaines oxydases. Il y a d’autres origines cellulaires des radicaux libres, incluant I’enzyme
xanthine oxydase, le cytochrome P450 et les macrophages, notamment lors d’états
inflammatoires (McAllister et al., 2019; Kumar et Pandey, 2015).

1.3.2. Sources exogenes

La production d’ERO exogenes peut résulter de 1’exposition a des facteurs externes tels

que la pollution, la consommation excessive d’alcool, les thérapies anticancéreuses, la
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radiothérapie, la consommation de viande fumée, huile usagée, graisse et certains médicaments
(gentamycine, cyclosporine et bléomycine), le fumée de tabac, le stress psychologique,
I’irritation par les ultraviolets, les hautes températures, les métaux lourds (plomb et cadmium),
les ions métalliques tels que le fer (Fe2") et le cuivre (Cu®), les polluants environnementaux
(hydrocarbures, 1’0zone (O3), le monoxyde d’azote (NO) et les pesticides) et les infections

microbiennes (Sharma et al., 2018; Nuszkiewicz et al., 2020).
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(https://www.lanutrition.fr/forme/vieillissement/la-famille-des-radicaux-libres).

Figure Sources endogenes et des radicaux libres

1.4. Roles physiologiques des radicaux libres

Dans des conditions physiologiques, de faibles niveaux de production d’ERO sont
équivalents a leur détoxification et jouent un rbéle majeur dans de nombreuses fonctions
physiologiques importantes comme 1’homéostasie redox, la synthése de certaines structures

cellulaires et le systeme de défense de I’organisme pour combattre les agents pathogenes.

Les ERO sont des acteurs importants de la prolifération, de la différenciation, de la
migration, de 1’apoptose et de la nécrose cellulaire. Ils ont une caractéristique importante des
systémes cellulaires normaux tels que le métabolisme de I’acide arachidonique et la chaine

respiratoire mitochondriale (Zuo et al., 2015).
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La production d’O2" par les NADPH oxydases dans les cellules phagocytaires est
essentielle pour I’élimination des pathogénes. L’z peut également donner naissance a un autre type
d’ERO, le H,0,, spontanément ou dans une réaction catalysée par le superoxyde dismutase (SOD).
Le H20> se produit dans les phagosomes joue un role important dans la transduction des signaux
induits par les facteurs de croissance, le maintien de 1’homéostasie thiol-redox et le
fonctionnement des mitochondries (Jomova et al., 2023). L’oxyde nitrique (NO*), un radical
libre, joue un réle crucial dans la dilatation des vaisseaux sanguins et le maintien du flux sanguin

en tant que facteur vasorelaxant (Yoshikawa et You, 2024).
1.5. Cibles des radicaux libres

Les ROS deviennent néfastes et toxiques pour 1’organisme a des doses excessives. Les
ERO interagissent avidement avec les macromolécules, y compris les protéines, les lipides et
les acides nucléiques. A cause de ces interactions, ils peuvent détruire ou altérer de maniére

irréversible la fonction de la molécule cible (Sies, 2018; Di Meo et al., 2020).
1.5.1. Acide désoxyribonucléique

L’ ADN mitochondrial est plus vulnérable aux dommages oxydatifs que I’ADN nucléaire,
en raison de sa proximité avec la source primaire d’ERO. Ces derniers, et surtout, le radical
OH" réagit avec tous les composants de I’ADN tels que les bases puriques et pyrimidiques, le
squelette du sucre désoxyribose et provoquent un certain nombre d’altérations, y compris des
modifications de bases, des délétions ou des ruptures de brins d’ADN (Bokhari et Sharma,
2019).

1.5.2. Lipides

Les lipides membranaires sont susceptibles d’étre attaqués par les ERO, ce qui entraine la
formation de peroxydes lipidiques, de cétones et d’aldéhydes. Les principales cibles de
I’oxydation sont les acides gras polyinsaturés (1’acide linoléique et I’acide arachidonique) et les
phospholipides (Aureliano et al., 2023). Un exces de radicaux hydroxyles (OH*) ou d’anions
superoxydes (O2™) peut entrainer une peroxydation des lipides en interagissant avec les liaisons
insaturées, qui se déroulent comme un processus radicalaire non enzymatique (souvent en
chaine), ce qui peut inclure des modifications de la perméabilité, de la fluidité, de la
perméabilité et de I’intégrité des membranes, ainsi que des effets sur 1’activité des protéines

intégrées dans les lipides (Taso et al., 2019).
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1.5.3. Protéines

Les protéines peuvent egalement étre endommagées par le stress oxydatif, subissant des
modifications conformationnelles qui peuvent déterminer une perte ou une altération de leur

activité enzymatique (Mari et al., 2010).

Les ERO causent des dommages oxydatifs aux résidus d’acides aminés tels que la lysine,
la proline, la thréonine et I’arginine, produisant des dérivés carbonylés. La disponibilité de I’O>
et de I’O2" détermine le processus d’oxydation des protéines. L’oxydation de différents acides
aminés peut résulter de modifications oxydatives des chaines latérales des acides aminés, du
clivage des peptides, de la dénaturation des protéines et entraine une perte de fonction, qu’il
s’agisse de l’activité enzymatique, de la fonction réceptrice ou de la fonction de transport

(Davies, 2016).
1.6. Stress oxydatif et maladies

Le stress oxydatif, caractérise par une surproduction de radicaux libres, est associé a de
nombreux états pathologiques (Tableau Il). De nombreuses études épidémiologiques et
cliniques suggerent que le stress oxydatif pourrait étre impliqué dans le développement de plus
d’une centaine de pathologies humaines, notamment le diabéte, I’athérosclérose, les maladies
cardiovasculaires, 1’inflammation, les tumeurs, 1’accélération du processus de vieillissement,
les maladies neurodégénératives, les troubles auto-immuns, ainsi que des troubles

psychologiques (Forman et Zhang, 2021; Chandrasekaran et al., 2017).

Tableau I1. Principales maladies des radicaux libres.

Maladies Référence

Acrthrite rhumatoide Ponist et al. (2020)

Maladies inflammatoires Forrester et al. (2018)

Diabete An et al. (2023)

Maladies auto-immunes Lin et al. (2021)

Maladies cardiovasculaires Dubois-Deruy et al. (2020)

Athérosclérose Franceschelli et al. (2016)

Maladie d’Alzheimer et de Parkinson | Rummel et Butterfield (2022) et Kattoor et al. (2017)
Cancer Hayes et al. (2020)
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2. Inflammation

2.1. Définition et mécanismes

L’inflammation est un mécanisme de défense naturel contre les infections et les 1ésions
tissulaires. Elle survient dans de nombreuses maladies causees par des infections microbiennes
et virales, une exposition aux allergénes, aux radiations et aux produits chimiques toxiques et
en cas de maladies auto-immunes. L’inflammation se manifeste par des signes macroscopiques
(rougeur, gonflement, fievre et douleur) et est soulignée par des évenements microvasculaires,
cellulaires et moléculaires qui déclenchent la libération de médiateurs inflammatoires solubles,
notamment des chimiokines, des cytokines, des radicaux libres et aboutissent a I’accumulation
de leucocytes (granulocytes au début) dans les zones tissulaires affectees (Figure 2) (Ahmed,
2011; Noack et Kolopp-Sarda, 2018).

Les différentes étapes de la réaction inflammatoire aigué

PR '-

neutrophile

terminaisons
nerveuses

3. dilatation des capillaires
et diffusion du plasma sanguin

Déclenche la réparation <
des tissus.

Figure 2. Etapes de la réaction inflammatoire (https://www.maxicours.com/se/cours/la-

reaction-inflammatoire/).

2.2. Pathologies inflammatoires
2.2.1. Inflammation aigué

L’inflammation aigué€ est une procédure courte, qui dure de quelques minutes a quelques
jours. Les principales caractéristiques de I’inflammation aigué sont la fuite de protéines

plasmatiques ou de liquide et le mouvement des leucocytes dans une zone extravasculaire. Ces
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réactions cellulaires et vasculaires sont favorisées par des facteurs chimiques produits par les
cellules ou le plasma et sont responsables des symptomes cliniques classiques de
I’inflammation tels que le gonflement, la rougeur, la douleur, la chaleur et la perte de fonction

(Arulselvan et al., 2016).

En général, au cours des réponses inflammatoires aigués, les événements et les interactions
cellulaires et moléculaires minimisent efficacement les lésions ou les infections imminentes. Ce
processus d’atténuation contribue au rétablissement de I’homéostasie tissulaire et a la résolution
de l’inflammation aigué (Mukherjee et Hooper, 2015). Ainsi, les signaux (cytokines,
chimiokines) et les types de cellules (macrophages, granulocytes et lymphocytes) sont
impliqués a la fois dans I’inflammation aigué et dans divers processus homéostatiques.
Cependant, une inflammation aigué incontrdlée peut devenir chronique et contribuer a une

variété de maladies inflammatoires chroniques (Medzhitov, 2021).
2.2.2. Inflammation chronique

L’inflammation peut devenir chronique si la cause de I’inflammation persiste ou si certains
mécanismes de contrdle chargés d’arréter le processus échouent (Singh et al., 2019b).
L’inflammation chronique est une inflammation prolongée qui peut étre nocive et entrainer des
maladies, et elle peut en résulter une mutation et une prolifération cellulaire (Te Velde et al.,
2016). Cette inflammation se caractérise par des lésions tissulaires, la prolifération cellulaire

induite par les dommages et la réparation des tissus (Furman et al., 2019).
2.3. Anti-inflammatoires
2.3.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une classe de médicaments a
propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques. lls agissent en inhibant les
enzymes cyclooxygénases (COX) réduisant ainsi la production de prostaglandine (Tréchot et
Jouzeau, 2014).

2.3.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) utilisés pour traiter les affections inflammatoires
se distinguent par leur rapidité d’action et leur puissance. Ils contiennent des hormones
stéroidiennes, des corticostéroides ou des glucocorticoides (Rhen et Cidlowski, 2005; Ayroldi
et al., 2012). Les AIS empéchent I’activation de la phospholipase A2, en bloquant a la fois la

voie des prostaglandines et celle des leucotrienes (Mallem et Gogny, 2014).
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2.3.3. Anti-inflammatoires d’origine végetale

Il existe cependant des plantes médicinales qui ont des effets thérapeutiques anti-
inflammatoires avec peu ou pas d’effets secondaires, provenant des métabolites secondaires ou
des substances phytochimiques (Oguntibeju, 2018). L’activité anti-inflammatoire des
composes phénoliques, et plus particuliérement les flavonoides, a été démontrée dans de
nombreuses études in vitro et in vivo (Deghima et al., 2022; Righi et al., 2023; Meguellati et
al., 2024; Ben Othman et al., 2024).

3. Systemes de défense antioxydants

Le corps humain utilise diverses stratégies pour contrer les effets des radicaux libres et du
stress oxydatif. Ces stratégies comprennent des molécules antioxydantes enzymatiques telles
que le superoxyde dismutase (SOD), le catalase (CAT) et le glutathion peroxydase (GPx), et
non enzymatiques (le glutathion, 1’acide urique et les vitamines), qui sont toutes des
antioxydants endogeénes. En outre, il existe plusieurs molécules antioxydantes exogenes
d’origine animale ou végétale, principalement introduites par le biais de 1’alimentation ou de la

supplémentation nutritionnelle (Liguori et al., 2018; Halliwell, 2022).
3.1. Antioxydants enzymatiques
3.1.1. Superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme intracellulaire, présente dans toutes les
cellules des systemes biologiques. Elle joue un role fondamental dans 1’élimination de O™ en
réagissant avec les protons pour former du H20: et de 1’02 (Equation 1) (Zhao et al., 2021). I
existe trois formes, la SOD cytosolique contenant du cuivre et du zinc (CuZn SOD), la SOD

mitochondriale (Mn-dépendante) et la SOD extracellulaire (Younus, 2018).
202" + 2H* =>H202 + O2 1)
3.1.2. Catalase

La catalase (CAT) est une enzyme principalement localisée dans les peroxysomes, le foie,
les reins et les globules rouges. Il agit en catalysant la décomposition du H202 en eau et en

oxygene (Equation 2) (Nandi et al., 2019).

2H,0, = 2H20 + O2 (2)

10
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3.1.3. Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoprotéine que 1’on trouve également dans les
mitochondries et la matrice extracellulaire. L’enzyme élimine le H2O2 en convertissant le
glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) (Equation 3) (Tkachenko et al., 2014).

ROOH + 2GSH = ROH + GSSG + H20 3
3.2. Antioxydants non enzymatiques
3.2.1. Glutathion réduit

Le glutathion réduit tripeptidique (GSH), présent dans le cytoplasme, les mitochondries et
le noyau. 1l élimine directement le OH" et 1’0z, détoxifie le H20- et les peroxydes lipidiques par
I’action catalytique de GPx (Tovmasyan et al., 2015).

3.2.2. Acide urique

L’acide urique est I'un des composés organiques de faible poids moléculaire, généré lors
du métabolisme des purines chez I’homme. Il agit comme un piégeur de radicaux endogenes et

un puissant antioxydant physiologique (Amarnath et al., 2004).
3.2.3. Vitamines
3.2.3.1. Vitamine C

La vitamine C (acide L-ascorbique) est un antioxydant hydrosoluble présent dans
I’alimentation et les compléments alimentaires. En tant qu’agent réducteur, il est capable de
réagir avec les radicaux hydroxyles HO" et d’O2". Ainsi, il offre la protection la plus efficace

contre la peroxydation des lipides membranaires (Kazmierczak-Baranska et al., 2020).
3.2.3.2. Vitamine E

La vitamine E est un antioxydant liposoluble qui protége les membranes cellulaires contre
la peroxydation des lipides induite par les ERO. Il existe sous formes différentes (a, B, y et 5-
tocophérol). L’a-tocophérol est la forme la plus active, qui peut mettre fin a une réaction en

chaine en transférant un atome d’hydrogéne a un radical libre (Moukette et al., 2015).
3.2.4. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments végétaux liposolubles largement répandus dans la
nature. lls peuvent étre classés en caroténes et en xanthophylles (Shete et Quadro, 2013). En

plus de leur capacité a agir comme précurseurs de la vitamine A, ils sont efficaces pour piéger

11
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les radicaux hydroxyles et peroxydes, ce qui leur permet d’empécher la peroxydation des lipides
(Zuluaga et al., 2017).

3.2.5. Oligoélements

Les oligoéléments (cuivre; Cu, zinc; Zn, sélénium; Se et manganése; Mn) ont des propriétés
antioxydantes. Ils servent notamment de cofacteurs des enzymes antioxydantes (Azab et al.,
2019).

3.2.6. Polyphénols

Les polyphénols sont des composeés naturels présents dans les aliments a base de plantes.
IIs ont la capacité de moduler le stress oxydatif grace a leurs propriétés bioactives. Les
flavonoides agissent comme antioxydants par plusieurs voies. La plus puissante est celle qui
consiste a piéger les radicaux libres, des chélateurs métalliques et des inhibiteurs d’enzymes

responsables de la génération d’ERO (Shen et al., 2022; Kaurinovic et Vastag, 2019).
4. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires d'un poids moléculaire élevé.
IIs sont largement distribués dans le regne végétal (Bertelli et al., 2021). Ces composés sont
également présents dans les sources alimentaires, notamment les fruits, les 1égumes, les noix,
les graines, les fleurs et les écorces d’arbres, ainsi que dans les boissons courantes telles que le
vin, labiere et le thé. lls font donc partie intégrante de I’alimentation humaine (Pandey et Rizvi,
2009). La structure chimique des polyphénols est définie par la présence d’au moins un anneau
phényle et d’un ou plusieurs substituts hydroxyles. La majorité des substances phénoliques
naturelles peuvent étre classées comme des phénols simples ou des flavonoides (Singla et al.,
2019).

4.1. Classification

La classification des polyphénols est basée sur le nombre d’anneaux phénoliques présents
et sur les composants structurels qui lient ces anneaux entre eux. Cela permet de différencier
les molécules en acides phénoliques, flavonoides, tanins, stilbenes et lignanes (Figure 3)
(Cutrim et Cortez, 2018).

12
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Figure 3. Classe de polyphénols (Jimenez-Del-Rio et Velez-Pardo, 2015).

4.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés phénoliques non-flavonoides, ils sont trouves

dans les céréales, les cacahuétes, le café et les baies (Guo et al., 2017). Principalement dérivés

de I’acide benzoique et de I’acide cinnamique. Selon leurs caractéristiques structurelles, les

acides phénoliques se distinguent par les groupes hydroxyles de 1’anneau aromatique. Ils sont

divisés en acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques (Figure 4) (Rashmi et Negi,

2020).
Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
R2.  RI R1 9
(0] — /
R3 R2— \ / OH
OH

R4 R3
R1=R2=R3=R4=H Acide benzoique (non phénolique)  R1=R2=R3=H Acide cinnamique (non phénolique)
R1=R4=H, R2=R3=0OH Acide protocatéchique R1=R3=H, R2=OH Acide p-coumarique
R1=H, R2=R3=R4=0H Acide gallique R1=R2=0OH, R3=H Acide caféique
R1=0OH, R2=R3=R4=H Acide salicylique R1=0CH,, R2=OH, R3=H Acide férulique
R1=R4=0H, R2=R3=H Acide gentisique R1=R3=0CH,, R2=OH  Acide sinapique

Figure 4. Structure chimique des acides hyd
et Cortez, 2018).

roxybenzoiques et hydroxycinnamiques (Cutrim
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4.1.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent la majorité de la classe des polyphénols naturels et donnent des
couleurs différentes aux feuilles, aux fruits et aux fleurs. La structure de base de ces composés
est C6-C3-C6, ce qui correspond a la combinaison de deux anneaux benzéniques avec trois
carbones pour produire un hétérocycle oxygéné (Lin et al., 2016). En fonction de I’état
d’oxydation du cycle pyranique central, les flavonoides peuvent eux-mémes étre subdivisés en
de nombreuses sous-classes : flavonols, flavones, flavanones, anthocyanidines, flavanols et

isoflavones (Figure 5) (Panche et al., 2016).

H
(0]
Flavones Flavonols Isoflavones
(I‘
OH
OH 0 0
Flavanols Flavanones Flavanonols

Anthocyanidines

Figure 5. Structure fondamentale des principales sous-classes de flavonoides (Bertelli et al.,
2021).

4.1.3. Tanins

Les tanins sont un type particulier de composés phénoliques présentant une large gamme
de poids moléculaires, allant de 500 Da a 30 000 Da (ElI Khawand et al., 2018). lls sont présents
dans la majorité des espéces végétales, ou ils jouent un rdle protecteur contre la prédation et
peuvent également influencer la régulation de la croissance des plantes. Les tanins sont

géneralement classés en tanins hydrolysables et en tanins condensés (Das et al., 2020).
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4.1.3.1. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables se composent de molécules phénoliques formant des esters avec
I’acide galliqgue et ses dimeres (acide digallique et acide ellagique), associés a des
monosaccharides, principalement le glucose. Ils peuvent étre facilement hydrolyses par le
clivage de la liaison ester dans des conditions d’alcali dilué, d’acide dilué ou d’enzyme (Das et
al., 2020).

4.1.3.2. Tanins non hydrolysables ou condenses

Les tanins non hydrolysables sont des oligoméres formés par la condensation d’unités
structurelles de flavan-3-ol et de flavan-3-4-diol. Ces composeés ne sont pas facilement
hydrolysés, ils se décomposent dans des conditions alcooliques acides, permettant de générer

des pigments rouges composes d’anthocyanidols (Gourlay et Constabel, 2019).
4.1.4. Stilbénes

Les stilbénes sont des métabolites spécialisés, dérives de plus de 100 espéces de plantes,
ayant une structure en C6-C2-C6 (1,2-diphényléthyléne), dans lequel deux anneaux phényles

sont reliés par un éthyléne a double liaison (Teka et al., 2022).
4.1.5. Lignanes

Les lignanes sont des métabolites secondaires présents dans les plantes, en particulier dans
les céréales, les légumineuses et les légumes riches en fibres (Landete, 2012). Ils ont une

structure composée d’une unité dorsale C6-C3 qui est reliée a des sites C8 et C8°.
4.2. Activités biologiques
4.2.1. Activité antioxydante

Des preuves épidémiologiques et cliniques démontrent que les régimes riches en
polyphénols peuvent réduire le risque de plusieurs maladies chroniques liées a 1’age,
notamment les maladies cardiovasculaires, le diabéte, le cancer et les troubles cognitifs (Debelo
et Ferruzzi, 2020). Les polyphenols possedent des caractéristiques chimiques liées aux
substances phénoliques et de fortes propriétés antioxydantes, qui se manifestent par leur
capacité a éliminer les radicaux libres et a chélater efficacement les ions métalliques et a activer

la synthése d’enzymes antioxydantes (Singla et al., 2019).
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4.2.1.1. Piégeage des radicaux libres

De nombreux composés flavonoides présentent une capacité de piégeage des ERO. Le
radical hydroxyle (OH*) pourrait agir en tant que donneur d’atomes d’hydrogene (Figure 6), ce

qui posséde la capacité antioxydante (Shamanin et al., 2022).

OH o} 0
R _ R . R
R RH R RH

Figure 6. Mécanisme de piégeage de radical libre par un flavonoide (Purgatorio et al.,
2024).

4.2.1.2. Chélation des ions métalliques

La capacité de chélation de ces flavonoides est associée a des effets bénéfiques, tels que la
neutralisation d’ERO. Les propriétés antioxydantes s’exercent principalement par la chélation
des métaux, en particulier du Fe*? et du Cu*?. Le OH" peut également provenir de la réduction
du HEO¢ par un métal de transition, comme par exemple le Fe*2, qui est appelée la réaction de
Fenton (Equation 4) (Zhang et Tsao, 2016).

H202 + Fe*2 (Cu*) = OH"+ OH" + Fe*3 (Cu*?) (4)
4.2.1.3. Modulation des enzymes

L’activité des polyphénols fait I’inhibition de la lipoxygénase, de la cyclooxygénase
(COX), de la myéloperoxydase (MPO), de la NADPH oxydase et de la xanthine oxydase (XO),
empéchant la génération d’ERO. En outre, ils inhibent les enzymes aux propriétés
antioxydantes reconnues, telles que la CAT et la SOD (Kurek-Gorecka et al., 2013).

4.2.2. Activité antimicrobienne

Un certain nombre d’études ont indiqué que les extraits de plantes riches en polyphénols
sont capables d’inhiber la croissance des micro-organismes pathogénes (Daglia, 2012; Baali et
al., 2021; Nabti et al., 2023). Ces derniers exercent une activité antibactérienne sur un large
éventail de bactéries, y compris les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, ainsi que sur

les champignons (Saavedra et al., 2010).
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4.2.3. Activité anticancéreuse

Plusieurs études menées in vitro sur des lignées de cellules cancéreuses ou in vivo a l'aide
de modeles animaux ont rapporté que les composés phénoliques possédent une activité
anticancéreuse (Pavan et al., 2015; Terkmane et al., 2018; Nguyen et al., 2020; Gull et al.,
2022).

Certains flavonoides (epigallocatechin-3-gallate, quercetine, génistéine, daidzéine et
biochanine) le resvératrol, les tannins, I'épigallocatéchine-3-gallate, l'acide gallique et
I'anthocyanine ont montré des effets protecteurs dans certains modeles cancéreux (Rady et al.,
2018; Kluska et Wozniak, 2021).

4.3.4. Activité anti-inflammatoire

Des etudes scientifiques in vivo et in vitro ont démontré que les polyphénols peuvent avoir
des propriétés anti-inflammatoires (Maleki et al., 2019; Deghima et al., 2022; Righi et al.,
2023; Meguellati et al., 2024). Les polyphénols sont des inhibiteurs de certaines enzymes, la
cyclooxygénase (COX), la lipoxygénase (LOX) et I’iNOS, associées aux propriétés pro-

inflammatoires (Calinoiu et Vodnar, 2018).
4.3.5. Autres effets biologiques des polyphénols

D’autres effets bénéfiques sur la santé, tels que les activités antiallergiques,
hépatoprotectrices, antihypertenseurs, antivirales et comme traitement des maladies
cardiovasculaires, neurodégénératives et combattant le vieillissement (Li et al., 2014; Serino
et Salazar, 2018), sont liés a la consommation de polyphénols alimentaires (Di Lorenzo et al.,
2021).

5. Présentation de la plante étudiée

5.1. Description botanique

L’espéce Teucrium chamaedrys L., originaire de la région méditerranéenne, egalement
connu sous le nom de germandreée petit-chéne, est un arbuste nain vivace a feuilles persistantes
lobulés ou dentés et a des fleurs pourpre ou rose, avec des tiges dressées ligneuse et térébrante
a la base, et qui atteignent 10-30cm de hauteur, est particulierement rhizomateux (Figure 7),
elle pousse principalement sur le calcaire, dans les prairies montagneuses, les paturages, les
zones rocheuses, et les foréts jusqu’a 1000m d’altitude (Vladimir-Knezevié¢ et al., 2014;
Ciocarlan et al., 2022).
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T. chamaedrys L. présente plusieurs noms vernaculaires : Anglais (Wall germander), Arabe
(&Y Lk, Francais (petit-chéne) (Mamdoh et al., 2023).

Figure 7. Aspect morphologique de Teucrium chamaedrys L.

(https://www.infoflora.ch/en/flora/teucrium-chamaedrys.html)

5.3. Systématique

Selon Mamdoh et al. (2023), la systématique de T. chamaedrys L. est présentée de la

maniére suivante :

e Reégne: Plantae

e Embranchement: Eudicots
e Classe: Equisetopsida

e Ordre: Lamiales

e Famille: Lamiaceae

e Genre: Teucrium L.

e Espéce: Teucrium chamaedrys L.
5.2. Répartition géographique

Le genre Teucrium L. comprend environ 300 especes. L’espéce T. chamaedrys L. dont le
centre de distribution se situe dans les régions a climat doux, telles que la Méditerranée en
Europe (Italie, Grece, France, Serbie, Espagne et Croatie), 1I’Afrique du Nord et le Moyen-
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Orient (Irak, Iran, Balkans et Turquie) (Jarié et al., 2020; Navarro, 2020). En Algérie, la plante
est distribuée dans la région du Nord (Quézel et Santa, 1963).

5.4. Utilisation traditionnelle

Depuis des milliers d’années, T. chamaedrys L. a un tres large éventail d’utilisations dans
la médecine traditionnelle, en particulier comme plante médicinale dans ses centres de
distribution (Jakovljevié¢ et Stankovié, 2020). C’est principalement la partie aérienne qui est
utilisee, le plus souvent lorsque la plante est en fleur (Mamdoh et al., 2023). En outre, la plante
est utilisée pour ses effets anti-inflammatoires, antirhumatismaux, antiulcéreux,
antidiabétiques, antipyrétiques, toniques, diaphorétiques et diurétiques. Ainsi, la plante est
utilisée pour traiter les plaies, la diarrhée, 1’obésité, 1’anorexie, la conjonctivite, la leucorrhée,
les abces, les hémorroides, les troubles digestifs, 1’asthme, les infections utérines et comme

agent antispasmodique et antiseptique (Kucik et al., 2006; Savikin et al., 2013).
5.5. Composition chimique

T. chamaedrys L. comprend des métabolites secondaires tels que les flavonoides et les
acides phénoliques, les saponines (Scognamiglio et al., 2012; Frezza et al., 2017; Abdullah
et al., 2022). La composition chimique de 1’extrait méthanolique T. chamaedrys a été decrite
par Vlase et al. (2014), dont les principaux composés identifiés sont 1’acide chlorogénique,

I’acide coumarique, la quercitine et la rutine.
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1. Matériel

1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

La partie aérienne de la plante T. chamaedrys L. a été récoltée au mois de mai 2023 dans
la région de Bouira (36°22'29.6" N et 160 4°54'7.2" E). La plante fraichement collectée a été
séchée a I’abri de la lumiére et conservée dans un endroit sec et a température ambiante. A
I’aide d’un broyeur ¢électrique (Skanek, Chine), la plante a été broyée pour obtenir une poudre

fine, qui a servi pour la préparation de notre extrait.
1.1.2. Souches bactériennes

Quatre souches bactériennes, fréqguemment impliquées dans les pathologies humaines, ont
été sélectionnées parmi la collection internationale (American Type Culture Collection, ATCC)
dont :

- Les bactéries a Gram positif : Bacillus cereus ATCC 14579 et Listeria monocytogenes
ATCC 13932;

- Les bactéries a Gram négatif : Salmonella typhimurium ATCC 14028 et Escherichia coli
ATCC 8739.

Ces souches nous ont été fournies par Madame DJEMOUAI Nadjette de la collection du
Laboratoire de Biologie des Systémes Microbiens (LBSM) de I’ENS Kouba et la collection
internationale d’ American Type Culture Collection (ATCC).

1.1.3. Animaux

Des rats femelles Albino Wistar pesant dont le poids varie entre 232 a 318g ont été
utilisés. Les animaux ont été procurés aupres de 1’Institut Pasteur d’Alger et ont été placés dans
des cages en polypropyléne dans des conditions normales du laboratoire, 12 h lumiére/12
obscurité, a température ambiante (23-25°C), ils ont accés libre a I’eau et a ’aliment standard.
Aprés une période d’adaptation de 15 jours, les animaux sont pesés, marqués et soumis a jeun

pendant une nuit avant le début des expérimentations.
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1.2. Matériel non biologique

Les produits chimiques principalement utilisés dans cette étude sont : méthanol, quercétine
dihydrate (C1sH1409), réactif de Folin-Ciocalteu, carbonate de sodium (Na,COs), acide gallique
(C;HeO0s), acide sulfurique, phosphate de sodium, molybdate d’ammonium, trichlorure
d’aluminium (AICls), 2,2diphényl-1 picryle hydrazyl (DPPH), acide ascorbique (CeHsOs),
chlorure ferreux (FeCl;), ferricyanure de potassium K;Fe(CN)e, acide trichloracétique
(TCA), 2,2’-azinobis 3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), persulfate de potassium
(K;S;0g), B-caroténe, Tween 40, hydroxytoluene butylé (BHT), chloroforme, diméthyle
sulfoxyde (DMSO), eau physiologique stérile, gélose Mueller-Hinton (MH), Gentamicine
(10ug), bouillon Mueller Hinton (MHB), rouge de phénol, Diclofenac de sodium, Bovine

Serum Albumin (BSA) et carraghénine.

Les équipements variés employés pour nos analyses incluent un extracteur de type Soxhlet,
un évaporateur rotatif de type Heidolph (Allemagne), une balance (Ohaus, Chine), un
spectrophotometre UV-visible (Secomam, France), une étuve (Memmert, Allemagne), unbain-

marie (Memmert, Allemagne) et un pied a coulisse numérique (Moineau, France).
2. Méthodes

2.1. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques de T. chamaedrys L. a été effectuée selon la
méthode décrite par Vongsak et al. (2013). Une quantité de 20g du matériel végétal séché et
réduit en poudre a été introduite individuellement dans une cartouche et extraite avec 300mL
de méthanol (80%) dans le Soxhlet. Le processus d’extraction a été effectué pendant 6h.
L’extrait obtenu a été filtré a 1’aide d’un papier filtre n°01 (Prat Dumas). Le filtrat obtenu a
été ensuite séché a 40°C a ’aide d’un évaporateur rotatif (Heidolph, Allemagne). L’extrait

obtenu a éte sécheé puis stocké a une température de 4°C jusqu’a leur utilisation.
2.2. Calcul du rendement

Le rendement de I’extrait hydrométhanolique (R) se calcule en exprimant en pourcentage
le rapport entre la masse de I’extrait et la masse de la matiére végétale utilisée, et ce, en

multipliant le résultat par 100. Cette mesure est obtenue grace a la formule suivante :
R (%) = [(P1-P2) /P3] x 100 (5)

P1 : Poids du ballon aprés évaporation.
P2 : Poids du ballon vide.

P3 : Poids de la matiére végeétale de départ.
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2.3. Etude phytochimique
2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La Teneur en Polyphénols Totale (TPT) présente dans I’extrait méthanolique de T.
chamaedrys L. est évaluée a I’aide de la méthode de Folin-Ciocalteau décrite par Li et al.
(2007). Ce réactif est formé d’acide phosphomolybdique et d’acide phosphotungstique qui est
réduit par I’oxydation des phénols en oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne. Bri¢vement,
200uL de I’extrait ou de standard (acide gallique) ont été mélangés avec ImL de solution de
Folin (diluée 10 fois), puis incubés a température ambiante pendant 4min. Ensuite, 800uL de
carbonate de sodium (Na,COs) a 7,5% ont été ajoutés au mélange, qui a été incubé pendant 2h.
L’absorbance a été mesurée a 765nm contre un blanc contenant tous les réactifs sauf 1’extrait.
La teneur en polyphénols totaux a été calculée a partir de I’équation de régression de la courbe
d’étalonnage établie avec I’acide gallique (0-100pg/mL) et exprimée en g d’équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg EX).
2.3.2. Dosage des flavonoides totaux

La Teneur en Flavonoides Totaux (TFT) dans 1’extrait méthanolique de T. chamaedrys L.
a été analysée pour évaluer leur contenu en TFT en appliquant la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICls), selon le protocole décrit par Djeridane et al. (2006). Cette méthode
repose sur la création d’une liaison covalente entre les groupements hydroxyles (OH) des
flavonoides et 1’ AICls, ce qui engendre la formation d’un complexe jaune avec une absorbance
maximale a 430nm. Un millilitre (1mL) d’échantillon ou standard (quercétine), préalablement
dilué dans du méthanol, ont été mélangés avec 1mL de solution méthanolique d’AICl; (2%).
Les solutions obtenues sont incubées pendant 10min a température ambiante, puis I’absorbance
est mesurée a 430nm. La TFT est déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage éetablie avec
de la quercétine (0-40pg/mL) et calculée en microgrammes d’équivalent quercétine par

milligramme extrait (ug QE/mg EX).
2.4. Evaluation de ’activité antioxydante in vitro
2.4.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

La méthode utilisée pour évaluer la Capacité Antioxydante Totale (CAT) ou l’activité
réductrice des extraits implique la mesure de la réduction du molybdéne, présent sous la forme
d’ions molybdate MoO4%, en molybdéne MoO?*. Cette évaluation est effectuée conformément
a la méthode de phosphomolybdene décrite par Prieto et al. (1999). Le principe fondamental

de cette méthode repose sur la capacité de 1’antioxydant a réduire le
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molybdéne en formant un complexe vert de phosphate dans un milieu acide. Un volume de
0,3mL de I’extrait a des concentrations variables est combiné avec 3mL de la solution du réactif
contenant 0,6M d’acide sulfurique, 28mM de phosphate de sodium et 4mM de molybdate
d’ammonium. Les tubes sont ensuite incubés dans un bain-marie (Memmert,Allemagne) a 95°C
pendant 90min. Aprés refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695nm par
rapport & un blanc ou I’extrait est substitué par du méthanol. La CATest calculée a partir
d’une équation de régression établie avec 1’acide ascorbique et exprimée en pg equivalent

d’acide ascorbique par mg extrait (ug EAA/mg EX).
2.4.2. Test d’activité anti-radicalaire (DPPH")

Le DPPH’ (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), est un radical utilisé pour évaluer I’activité
antioxydante. Ce radical présente une couleur violette et absorbe a 517nm. Lorsqu’il est exposé
a des composeés antioxydants, il subit une réduction, ce qui entraine un changement de couleur
vers le jaune. La mesure de ’effet de chaque extrait sur le DPPH s’effectue en suivantle
protocole décrit par Li et al. (2009). Un volume de ImL d’une solution fraichement préparée
de DPPH" (0,1mM) est ajouté a 3mL de I’extrait a différentes concentrations ou du standard
(acide ascorbique). Aprés une incubation de 30min dans 1’obscurité a température ambiante,
I’absorbance est mesurée a 517nm contre un contrdle ou I’extrait est remplacé parle méthanol.

Le pourcentage d’inhibition (1%) est calculé selon la relation qui suit :
I (%) = [(A1-A2)/A1] x 100 (6)

I: Pourcentage d’inhibition, Al: Absorbance du contréle (solution du DPPH sans extrait) et

A2: Absorbance en présence d’extrait.

La valeur de la concentration inhibitrice de 50% du DPPH (ICso) de I’extrait est calculée,

exprimée en pg/mL et comparée avec celle d’acide ascorbique.
2.4.3. Test de réduction du radical-cation ABTS**

Le test de piégeage du radical ABTSe+ (2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonique) est basé sur la capacit¢ d’un antioxydant de le réduire. En réagissant avec le
persulfate de potassium (K,S,0s). L'ajout de donneur d’hydrogéne permet de réduire ce radical
et provoque la décoloration du mélange. Cette décoloration est mesurable a 734nm (Kasote et
al., 2019). Selon le protocole de Re et al. (1999). La préparation de la solution du radical
cationique ABTS implique de mélanger 2,45mM d’ABTS avec 7mM de K,S,0s. Apres une

incubation de 16h, cette solution est diluée avec de I’cau distillée jusqu’a ce qu’elle
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atteigne une absorbance de 0,7+0,03 a 734nm. Un volume de 1,9mL de cette solution
fraichement préparée est ajouté a 0,1mL de I’extrait a différentes concentrations. Puis,
I’absorbance est mesurée apres 7min d’incubation a température ambiante a 734nm, le Trolox
est utilisé comme standard. Le calcul du pourcentage d’inhibition (1%) est déterminé en utilisant

I’équation du DPPH, et les valeurs des ICso sont exprimées en pg/mL.
2.4.4. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) permet de mesurer la capacité
antioxydante totale des extraits de plantes en évaluant la réduction du fer ferrique (Fe3") contenu
dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?") Bentabet et al.
(2014).

Le test FRAP est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu (1986). Un volume de
2,5mL de I’extrait ou standard (acide ascorbique), a différentes concentrations, est mélangé
avec 2,5mL d’une solution du tampon phosphate 0,2M (pH 6,6) et 2,5mL d’une solution de
KsFe(CN)s a 1%. Ce mélange est ensuite incubé a 50°C dans un bain-marie (Memmert,
Allemagne) pendant 20min. Apres incubation, 2,5mL d’acide trichloroacétique (TCA) a 10%
sont ajoutés pour arréter la réaction, puis les tubes sont centrifugés (Sigma) a 3000rpm pendant
10min.Un volume de 2,5mL du surnageant est melangé avec 2,5mL d’eau distillée et 0,5mL
d’une solution aqueuse de FeCls a 0,1%. Les absorbances sont mesurées a 700nm contre un
blanc ou I’extrait est remplacé par du méthanol a I’aide d’un spectrophotométre (Secomam,
France). Les résultats sont exprimés en Ags qui représente la concentration ou I’absorbance

atteint 0,5.
2.4.5. Test de blanchissement de p-caroténe

L’évaluation de la capacité de I’extrait a inhiber la peroxydation lipidique a été réalisée
selon le test B-caroténe/acide linoléique (Aslan et al., 2006). Ce test implique la mesure a
490nm, de la décoloration du B-caroténe due a son oxydation par les produits de dégradation de
I’acide linoléique. Pour ce faire, une émulsion de B-caroténe/acide linoléique a été préparéeen
dissolvant 0,5mg de B-caroténe dans 1mL de chloroforme, auquel ont été ajoutés 25ul d’acide
linoléique et 200mg de Tween 40. Le chloroforme a été évaporé a 40°C a 1’aide de I’évaporateur
rotatif de type Heidolph (Allemagne). Par la suite, 100mL d’eau distillée saturéeen oxygene ont
été ajoutés au mélange avec une agitation vigoureuse. Le mélange réactionnel a ensuite été
aliquoté (2,5mL) dans des tubes a essai, auxquels ont été ajoutés 350ul de I’extrait prépare

(5mg/mL). Cette procédure a été répétee avec du BHT (2mg/mL) utilisé
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comme contrdle positif, ainsi qu’avec du méthanol comme contrdle négatif. Les absorbances
ont ét¢ lues a 490nm aprés 20min, 40min, 60min, 80min, 100min et 120min d’incubation a
température de 50°C a I’obscurité. Le pourcentage de I’activité antioxydante (AA%) a été

déterminé comme suit :
AA (%) = (AE/AEt0) x 100 @)

AE: absorbance en présence de ’extrait ou BHT et AEt0: absorbance en absence de I’extrait

ou BHT at0.
2.5. Evaluation de P’activité antibactérienne
2.5.1. Méthode des disques

Le test antibactérien est réalisé par la méthode des disques sur milieu gélosé selon le
protocole décrit par Abdelli et al. (2016). Les souches bactériennes ont été réactivées afin
d’obtenir des cultures jeunes en phase de croissance exponentielle. Ces cultures ont étéensuite
transférées sur de la gélose nutritive et incubées a une température de 37°C pendant12 a 24h.
Pour préparer les suspensions bactériennes, une ou plusieurs colonies de chaque culture pure
ont été prélevées et ajoutées a 10mL d’eau physiologique stérile jusqu’a obtenir une turbidité
équivalente & 0,5 sur 1’échelle de McFarland (Aycan et al., 2015). Les concentrations
bactériennes de 1’inoculum ont été obtenues en utilisant la turbidité et en mesurant la densité
optique (DO) a 600nm a 1’aide d’un spectrophotométre (Secomam). Une DO allant de 0,08 a
0,1 équivaut a une concentration de 10° unités formant colonies par millilitre (UFC/mL)
(Athamena et al., 2010).

Les suspensions bactériennes ont été ajoutées a la gélose Mueller-Hinton (MH) a raison
de 1.5mL pour 150mL de milieu de culture. Deux concentrations différentes (50 et 100mg/mL)
d’extrait de T. chamaedrys L. dissous dans 1mL de DMSO ont été testées. Des disques de papier
filtre Wattman N° 03 stériles de 6mm de diamétre ont été imprégnés de 10uL de ’extrait et
déposés sur la surface de la gélose. Des disques standards contenant un antibiotique de
référence, la Gentamicine (10ug), ont servi de contréle positif. Les disques du contrdle negatif
ont été imprégnés de 10uL de DMSO. Ensuite, les boites de Petri sont maintenues a 4°C pendant
2h puis incubées a 37°C pendant 24 a 48h. Les diametres des zonesd’inhibition (mm) ont été
mesurés, y compris le diamétre des disques. Cette mesure est repreésentée a travers divers

symboles proportionnels a I’activité antibactérienne (Tableau I11).
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Tableau I11. Echelle de sensibilité des germes (Djabou et al., 2013).

Inhibition (mm) Transcription Sensibilité

0 0 Résistant

<8 + Non sensible
8<@<14 + Moyennement sensible
14< @ <20 ++ Sensible

> 20 +++ Extrémement sensible

2.5.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

L’effet bactériostatique de 1’extrait examiné est évalué en déterminant sa concentration
minimale inhibitrice (CMI) a I’aide de la méthode de microdilution (Kpodekon et al., 2013).
La CMI est définie comme la plus faible concentration d’extrait a laquelle aucun signe de
croissance bactérienne n’est observé (Haddouchi et al., 2016). Tous les tests ont été réalises
dans le bouillon Mueller Hinton (MHB). Des dilutions en série par demi ont été préparées dans
des microplaques de 96 puits, couvrant une gamme de concentrations définie. Lessouches
bactériennes, ajustées a une concentration finale de 108UFC/mL, ont été utilisées, avec du rouge
de phénol (0,02g/L) comme indicateur de croissance bactérienne. Les microplaques ont été

mises en incubation a 37°C pendant 24h.
2.5.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de substance
qui laisse au plus 0,01% de germes survivants. C'est la plus petite concentration d’une substance
qui peut tuer les bactéries apres 18 h de culture a 37 °C (Fettah et al., 2018). A I’aide d’une
anse de platine, les contenus des puits dans lesquels aucun trouble n’a été observé ont été
prélevés et ensemences sur une gélose Mueller-Hinton en commencant par le puits de la CMI.

Donc, c'est la concentration minimale dont il n’y a pas de poussée bactérienne.
2.6. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire in vitro
2.6.1. Inhibition de la dénaturation de la BSA

L'activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait méthanolique a été déterminée par la
dénaturation de la Bovine Serum Albumin (BSA) par la chaleur selon la méthode décrite par
Ben Othman et al. (2024). Un volume de ImL de la solution d’extrait méthanolique a

differentes concentrations a été mélangé avec 1mL de solution d'aloumine de sérum bovin
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(0,2 %) préparée dans le tampon Tris-HCI (50 mM, pH 6,6). Le contrble a été préparé en
remplagant I’extrait par le tampon Tris-HCI et en utilisant comme standard le Diclofénac de
sodium. Les tubes ont été ensuite chauffés a 37°C pendant 15min puis a 72°C pendant 5min.
L'absorbance a été mesurée a 660nm en utilisant un spectrophotometre UV-visible apres
refroidissement a température ambiante. Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA
a été calculé en utilisant 1’équation du DPPH. Les (ICso) de ’extrait ainsi que le Diclofénac de

sodium ont été calculées et exprimées en pg/mL.
2.7. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire in vivo

Des rats femelles Albino Wistar pesant entre 232 a 318g ont été divisés en quatre groupes
de quatre rats chacun dans des cages standards, maintenues dans une piéce a température
ambiante avec une alimentation et de I’eau a volonté 12h avant I’expérimentation, les souris

testées ont été privées de tout nutriment.

Le protocole suivi pour I’induction de I’cedéme de la patte des rats est celui décrit par
Boubacar et al. (2023). L’cedéme a été induit en injectant 0,1mL de suspension de carraghénine
a 1% dans la région sous plantaire de la patte arriére droite des rats. Les rats du groupe témoin
ont regu de 1’eau physiologique 1mL/kg et le groupe de rats de référence a reculOmg/kg de
Diclofenac de sodium, par voie orale. Les groupes de test de rats ont été traitéspar voie orale
avec 200mg/kg et 400mg/kg d’extrait (préparé dans du Tween 80 a 3%) 1h avant I’injection de
carraghénine. Le diameétre de la patte a été mesuré par le pied a coulisse digitale (Moineau,
France) avant I’administration de la carraghénine (Oh); puis a 1h, 2h, 3h et 4h aprés son
administration. L’activité anti-inflammatoire in vivo de I’extrait a été expriméeen pourcentage

d’inhibition de 1’cedéme selon la formule suivante :

% d’inhibition = (V+-Vo) témoin- (Vi-Vo) test/(Vt-Vo) témoinx100 (8)
Vo: représente le volume de la patte a t = 0 (avant I’injection de la carraghénine).

Vt: représente le volume de la patte au temps t.

2.8. Analyse statistique

Les résultats des différents tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne +
Déviation standard (DS) et moyenne + Erreur Standard de Mesure (SEM), respectivement.
L’analyse des données a été réalisée a I’aide du logiciel GraphPad Prism 7. Les differences ont
¢té¢ considérées statistiquement significatives pour p<0,05 dont I’ensemble des analyses
statistiques en utilisant le test de Student ainsi que I’analyse de la covariance «One way» Suivie

du test de Dunnett.
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Résultats et discussion

1. Rendement des composés phénoliques

L’extraction est un processus de séparation des matiéres végétales actives ou des
métabolites primaires et secondaires a 1’aide d’un solvant approprié et d’une procédure

d’extraction standard (Bitwell et al., 2023).

Dans cette étude, I’extraction a été réalisée par la méthode de Soxhlet dans le méthanol
aqueux (80%), dans 1’objectif d’extraire a la fois les composés polaires et ceux de polarité

moyenne a faible.

L’extrait méthanolique de T. chamaedrys L. a donné un rendement de 10,75+1,76%. Ce
résultat est inférieur a celui rapporté par Stankovic et al. (2010), qui ont obtenu un rendement
de 19,3+0,70%.

D’aprés Zhang et al. (2018), plusieurs facteurs, tels que I’origine de la récolte de 1’espéce,
le moment de la récolte, la partie de la plante récoltée, la durée de séchage et la méthode
d’extraction, ainsi que la polarité des solvants utilisés, peuvent avoir un impact direct sur les

rendements en composes phénoliques, parmi d’autres €léments.
2. Etude phytochimique

2.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols constituent une classe majeure de produits phytochimiques ayant des

effets favorables sur diverses conditions pathologiques (Shen et al., 2022).

Les polyphénols totaux présents dans 1’extrait hydro-méthanolique de T. chamaedrys L.
ont été quantifiés en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteau, reconnue pour sa faisabilité et sa
reproductibilité. La concentration en composés phénoliques dans 1’extrait a été déterminée en
se basant sur I’équation de régression lin€aire (y=ax+b) établie a partir d’une courbe réalisée
avec de I’acide gallique a diverses concentrations (Figure 8). Les résultats sont exprimés en g

équivalent d’acide gallique (EAG) par mg extrait (ug EAG/mg EX).
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Figure 8. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. Chaque valeur représente la moyenne +

DS (n=3).

Le résultat du dosage des polyphénols totaux révele que 1’extrait méthanolique de T.
chamaedrys L. contient une teneur de 229,27+5,85ug EAG/mg EXx. Ce résultat indique que
notre extrait étudié est riche en polyphénols totaux. Cette teneur est largement supérieure par
rapport aux résultats trouvés par Gursoy et Tepe (2009) (97,12+1,28ug EAG/mg EX), Faiku
et al. (2019) (161,50+0,25ug EAG/mg EX), Stankovic et al. (2010) (169,50+0,25ug EAG/mgQ)
et semblable a ceux obtenus par Zhiponova et al. (2020) avec une teneur de (225,86+9,691g
EAG/mg EX).

La teneur phénolique totale dans I’extrait de la plante dépend également du type de solvant
utilisé, de sa polarité et de la solubilité des composés phénoliques dans les solvants d’extraction
(Tanase et al., 2019).

2.2. Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides, une classe de métabolites secondaires végétaux caractérisés par leur
structure polyphénolique. La méthode de Djeridane et al. (2006) a été utilisée dans cette étude
pour quantifier les flavonoides, se basant sur la formation de complexes entre les composés
phénoliques et le trichlorure d’aluminium (AICI;). La quantité de flavonoides est déterminée en
utilisant I’équation de régression linéaire (y=ax+b) obtenue a partir de la courbe d’étalonnage
établie avec la quercétine, a diverses concentrations (Figure 9). La concentration des
flavonoides dans I’extrait est exprimée en microgrammes équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg Ex).
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Figure 9. Courbe d’étalonnage de la quercétine. Chaque point représente la moyenne £ DS
(n=3).

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides montrent que 1’extrait méthanolique de
T. chamaedrys L. possede une teneur en flavonoide trés importante (40,85+0,43ug EQ/mg EX).
Ce résultat obtenu est 4 fois supérieur au résultat trouvé par Vlase et al. (2014) qui est de
9,75+0,25ug EQ/mg Ex.

Sharifi-Rad et al. (2022) et Zhiponova et al. (2020) ont aussi indiqué un taux de composés
phénoliques totaux relativement faible (36,2+3,1 et 16,09+0,66pg EAG/mg EX,

respectivement) que celui obtenu dans notre étude.

Les résultats du dosage montrent que la proportion en polyphénols est nettement supérieure
a celle des flavonoides, ceci suggere que les polyphénols présents ne sont pas tous des

flavonoides.
3. Etude de P’activité antioxydante in vitro

3.1. Capacité antioxydante totale

La quantification de I’activité antioxydante totale se fait en utilisant 1’équation de
régression lin€aire (y=ax+b) établie a partir de la courbe d’étalonnage réalisée avec ’acide

ascorbique a différentes concentrations (Figure 10).
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Figure 10. Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne
+ DS (n=3).

Les résultats sont exprimés en ug équivalents d’acide ascorbique (EAA) par mg d’extrait

(ug EAA/mMg Ex) (Figure 11).
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Figure 11. Histogramme comparatif de la capacité antioxydante totale de I’extrait méthanolique
de Teucrium chamaedrys L. et du standard (BHT). Chaque valeur représente la moyenne = DS

(n=3). ***: p < 0,001, comparé au contrble positif (BHT).

D’apres les résultats obtenus dans la Figure 11, I’estimation de la capacité antioxydante
totale a montré que notre extrait possede une bonne activité antioxydante de 310,07+6,06ug
EAA/mg Ex, mais cette capacité reste faible ou significativement inférieure (p < 0,001) par
rapport au BHT, dont la CAT est de 417,96+1,35ug EAA/mg EX. Ce résultat est 7 fois supérieur
a celui trouveé par Albayrak et Aksoy (2023) avec une valeur de 43,43+1,235ug EAA/mg EX.
Les polyphénols, présents abondamment dans les plantes, jouent un réle essentiel en tant
qu’antioxydants naturels grace a leurs propriétés redox, qui leur permettent d’agir comme des
agents réducteurs ou des chélateurs de métaux. Des recherches ont démontré que les
groupements hydroxyles présents dans les composés phénoliques et flavonoides sont

responsables de leur activité antioxydante (Heim et al., 2002; Ahmadi et al., 2007).
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3.2. Test d’activité anti-radicalaire du DPPH

Le piégeage du radical DPPH est une méthode spectrophotométrique qui a un large champ
d’application et qui est utilisée pour déterminer la capacité antioxydante des extraits de plantes.
Cette méthode est simple, sensible, rapide et reproductible, ce qui en fait la méthode
d’élimination des radicaux la plus pratique et la plus courante pour évaluer la capacité
antioxydante des composés et des extraits de plantes (Gulcin et Alwasel, 2023).

En se basant sur les valeurs d’absorbance obtenues, le pourcentage d’inhibition (PI) de

I’extrait ainsi que de 1’antioxydant standard (acide ascorbique) ont été calculés (Figure 12).
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Figure 12. Activité anti-radicalaire du DPPH de I’acide ascorbique et d’extrait méthanolique

de Teucrium chamaedrys L. Chaque valeur représente la moyenne + DS (n=3).

Les valeurs d’ICso pour I’extrait et de 1’acide ascorbique sont indiquées dans la Figure 13.
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Figure 13. Histogramme comparatif des 1Cso de 1’effet scavenger d’antioxydant de référence
(acide ascorbique) et de I’extrait methanolique de Teucrium chamaedrys L. sur le radical DPPH.
Chaque valeur représente moyenne + DS (n=3). ***: p < 0,001, comparé au contrdle positif

(acide ascorbique).
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D’apres la Figure 13, on remarque que I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de
T. chamaedrys L. a été tres importante avec une ICso de 28,27£0,87pug/mL. Ce résultat est
significativement inférieur a celui de I’acide ascorbique (p < 0,001) dont la valeur de I’ICsg est

4,57+0,13pg/mL. Nos résultats sont semblables a ceux obtenus par Stankovic et al. (2010)
(29,46£0,8ug/mL).

Plusieurs études expérimentales ont examineé la capacité des extraits naturels a neutraliser
les radicaux libres, une activité qui varie selon différents parametres tels que la dose, la structure

moléculaire, les substituants et le degré de polymeérisation (Mohammedi, 2013).

De nombreuses recherches sur les propriétés antioxydantes des extraits de plantes ont
démontré que leur capacité a neutraliser les radicaux libres, évaluée par le test du DPPH, est
étroitement liée a leur teneur en polyphénols totaux (Zhang et al., 2011; Riahi et al., 2013;
Santos-Sanchez et al., 2019). Les résultats obtenus a partir de 1’extrait méthanolique sont
cohérents avec ceux obtenus par Djemouai et al. (2023), qui ont également signalé une

corrélation positive entre la teneur en polyphénols totaux et I’activité antioxydante.
3.3. Test de réduction du radical-cation ABTS

A partir des valeurs obtenues de 1’absorbance, le pourcentage d’inhibition de 1’extrait et
I’antioxydant standard (Trolox) ont été calculés (Figure 14). Cette inhibition a été dose

dépendante pour I’extrait méthanolique de T. chamaedrys L.
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Figure 14. Activité antiradicalaire vis-a-vis du radical ABTS du Trolox et de I’extrait

méthanolique de Teucrium chamaedrys L. Chaque valeur représente la moyenne + DS (n=3).

Les valeurs d’ICso pour I’extrait et du Trolox sont indiquées dans la Figure 14.
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Figure 15. Histogramme comparatif des ICso de 1’effet scavenger d’antioxydant de référence
(Trolox) et de I’extrait méthanolique de Teucrium chamaedrys L. sur le radical ABTS. Chaque

valeur représente la moyenne = DS (n=3). *** p< 0,001, comparé au contréle positif (Trolox).

D’aprés les résultats représentés dans la Figure 15, il semble que I’extrait méthanolique de
T. chamaedrys L. a montré une bonne activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical ABTS avec
(IC50=317,20+2,45ug/mL). Ce pouvoir antioxydant reste inférieur a celui du Trolox (p< 0,001)
dont I’ICsp est de (61,68+8,97ug/mL).

Vlase et al. (2014) ont obtenu une activité anti-radicalaire de 87.77+0.33umol Trolox/mg

Ex vis-a-vis du radical ABTS.

Des travaux indiquent une corrélation modérée entre 1’activité de piégeage des radicaux

ABTS des extraits et leur teneur en polyphénols et en flavonoides (Li et al., 2018).
3.4. Pouvoir réducteur du fer

L’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique de notre plante, a été évaluée en utilisant
la méthode de FRAP. Souvent, le pouvoir réducteur est employé pour mesurer la capacité d’un
antioxydant a fournir des électrons. Plus précisément, le systéeme FeCls/Ks;Fe(CN)s confére a
cette méthode une sensibilité particuliére pour estimer les concentrations des polyphénols

impliqués dans la réaction redox (Amarowicz, 2004; Papuc et al., 2017).

Les résultats obtenus (Figure 16) montrent que la capacité de réduction du fer est

proportionnelle & la concentration de I’extrait et de ’acide ascorbique utilisé comme standard.
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Figure 16. Pouvoir réducteur a 700nm de 1’acide ascorbique et de I’extrait méthanolique de
Teucrium chamaedrys L. Chaque valeur représente la moyenne £ DS (n=3).

Les valeurs d’Aos pour I’extrait et de I’acide ascorbique sont indiquées dans la Figure 17.
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Figure 17. Histogramme comparatif des Aos de I’extrait méthanolique de Teucrium
chamaedrys L. et d’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne + DS (n=3). *** :

p <0,001, comparé au contrdle positif (acide ascorbique).

La valeur Agsrévele que I’extrait méthanolique de T. chamaedrys L. présente un pouvoir
réducteur élevé (Aos5=116,1945,63). Cependant, ce pouvoir réducteur reste inférieur a celui de

I’acide ascorbique (p < 0,001), dont 1’ Ao est de 16,11+0,48.

Nastié¢ et al. (2018) ont montré que le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique T.
chamaedrys (ECs50=3500£900 pg/mL) est important par rapport a nos résultats
(137,745,3pg/mL). Les composés phénoliques, en particulier les flavonoides, sont bien connus
pour leurs propriétes réductrices et antioxydantes (Weidner et al., 2018). La capacité des
extraits végétaux a réduire le complexe fer ferrique varie en fonction des composés phénoliques
présents, car ces derniers sont souvent associés a des agents réducteurs capables de neutraliser

les radicaux libres en les convertissant en formes plus stables (Abirami et al., 2014).
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3.5. Test de blanchissement de p-carotene

Afin de continuer 1’évaluation de 1’efficacité antioxydante de 1’extrait méthanolique de T.

chamaedrys L. obtenu, le test de blanchissement de B-caroténe a été réalisé.

Le blanchissement du B-caroténe suivi pendant 2h est ralenti fortement durant toute cette
période en présence de I’extrait méthanolique et du BHT (Figure 18)
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Figure 18. Cinétique d’inhibition du blanchissement de B-caroténe par 1’extrait méthanolique

de Teucrium chamaedrys L. et ’antioxydant de référence BHT. Chaque valeur représente la
moyenne = DS (n=3).

D’apres les résultats de la Figure 19, il est évident que I’extrait méthanolique testé et le
standard inhibent d’une manicre efficace 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du -

carotene aux concentrations 5 et 2 mg/mL, respectivement.
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Figure 19. Activité antioxydante en présence de ’extrait de Teucrium chamaedrys L., du
méthanol et du BHT par le test de -carotene/acide linoléique. Chaque valeur représente la

moyenne = DS (n=3). ***: p < 0,001, comparé au contrdle positif BHT.
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L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique est de 77,08+2,63%. Cependant, cette
activite reste inférieure a celle du BHT (p < 0,001), dont I’AA% est de 90,34+0,41%.

Egalement, les études menées par Giirsoy et Tepe (2009) et Albayrak et Aksoy (2023)
sur le méme extrait montrent qu’aprés 2h, I’extrait méthanolique présente une faible activité

antioxydante (66,73% et 58,57%, respectivement) par rapport a nos résultats.

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

ce qui entraine un retard dans I’auto-oxydation des lipides (Gao et al., 2005).
4. Evaluation de P’activité antibactérienne

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de diffusion sur
disque dans le milieu Mueller-Hinton et en déterminant les CMI et la CMB par la méthode de
microdillution. Les résultats des diametres des zones d’inhibition de 1’extrait méthanolique de
T. chamaedrys L. vis-a-vis des germes bactéries Gram+ et Gram- sont représentés dans le
Tableau IV et I’Annexe 1.

Tableau 1V. Diamétre des zones d’inhibition (mm) de la croissance bactérienne par 1’extrait

méthanolique de Teucrium chamaedrys L. et la gentamicine.

Souches testées Extrait de la Teucrium chamaedrys L. | Gentamicine
50mg/mL 100mg/mL (10ug)
+ | B.cereus 12,540,57*** 14+0,82*** 21,5+0,58
g
(3 L. monocytogenes | 6x0*** 8,510,58*** 31,25+0,50
. E. coli B£0*** B£0*** 20,5+0,58
&
(5 | S. typhimurium 7H0*** 8+0,71*** 21+0,82

(6 mm): présente le diamétre du disque. Chaque valeur représente la moyenne (n=2) £ SD. ***:

P < 0,001, comparée avec le contréle positif (gentamicine), (p <0,05, test de Student).

Les souches testées se sont montrées trés sensibles a extrémement sensibles a I’antibiotique
standard utilisé, qui est la gentamicine, avec des diametres compris entre 20,5 et 31,25mm. Le
DMSO a été testé comme contrble négatif et les résultats montrent que le solvant est approprié

et ne présente aucun effet sur la croissance normale de toutes les souches bactériennes.
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Nous remarquons que toutes les bactéries a Gram négatif et positif ont montré une
résistance vis-a-vis de I’extrait testé, sauf B. cereus ou elle s’est avérée sensible a la
concentration de 50mg/mL et a 100mg/mL avec un diamétre de zone d’inhibition de 12,5mm
et 14mm, respectivement. En plus, la souche L. monocytogenes s’est avérée moyennement

sensible a la concentration 100mg/mL avec un diametre de zone d’inhibition de 8,5mm.

Les études de Vlase et al. (2014) sur I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique de
la méme plante sur plusieurs souches, notamment L. monocytogenes, E. coli et S. typhimurium
ont montreé les résultats suivants : 15mm, 12mm et 11mm, respectivement. Haziri et al. (2017)

ont trouvé le méme résultat que nous sur E. coli et L. monocytogenes.

Le mode d’action des extraits dépend du type de microorganismes, du type d’extrait, de
sa concentration et de sa composition chimique. En général, les bactéries Gram négatives sont
plus résistantes que les bactéries Gram positives, et ce, grace a la structure de leur membrane

externe (Bouymajane et al., 2022).
Les résultats de CMI et CMB de I’extrait méthanolique sont portés sur le Tableau V.

Tableau V. CMI et CMB de I’extrait de Teucrium chamaedrys L. vis-a-vis les bactéries testées.

Souches testées CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
B. cereus 0,39 0,78
L. monocytogenes 3,12 6,25
E. coli 6,25 12,5
S. typhimurium 6,25 12,5

Les résultats portés sur montrent que les réponses sont trés variables en fonction de la
souche testée. Les valeurs les plus faibles de CMI et CMB obtenues en présence de 1’extrait
méthanolique de T. chamaedrys L. a I’égard des bactéries Gram positives, dont la souche la
plus sensible est B. cereus, avec des valeurs de CMI et CMB égales a 0,39 et 0,78 mg/mL,

respectivement.
5. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
5.1. Activité anti-inflammatoire in vitro

La dénaturation des protéines est bien documentée parmi les causes de 1I’inflammation
et la capacité a inhiber cette dénaturation est I’un des mécanismes d’action des anti-

inflammatoires non stéroidiens (Silvestrini et Silvestrini, 2023).
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L’activité anti-inflammatoire in vitro de 1’extrait méthanolique de T. chamaedrys L. a
éteé évaluée en utilisant la méthode de dénaturation de la BSA, basée sur le calcul du pourcentage
d’inhibition (Figure 20). Les résultats obtenus montrent que le pourcentage d’inhibition

augmente significativement avec 1’augmentation des concentrations d’extrait méthanolique et

de Diclofénac de sodium.
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Figure 20. Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA induite par la chaleur de I’extrait

méthanolique et de Diclofénac de sodium. Chaque valeur représente la moyenne £ SD (n=3).

Les valeurs d’ICso pour I’extrait et de Diclofénac de sodium sont indiquées dans la

Figure 21.
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Figure 21. Histogramme comparatif des ICso de I’effet de la dénaturation de BSA par I’extrait

méthanolique et du Diclofénac de sodium. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

D’apres les résultats obtenus dans la Figure 21, le test de ’activité anti-inflammatoire in
vitro a montré que I’extrait présente un pouvoir inhibiteur important avec ICso
(437,80+21,11pug/mL). Cependant, cet effet reste inférieur a celui de Diclofénac de sodium,
dont I’ICso (29,30+1,06pg/mL).
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Benchikha et al. (2022) ont montré que le pourcentage de la dénaturation de la BSA de
I’extrait hydrométhanolique de Tecrium polium est de 97,53% a (2mg/mL). Cette valeur est
supérieure a la nétre.

D’aprés les résultats obtenus, on peut suggérer que I’extrait a une activité protectrice
considérable contre la dénaturation thermique de 1’albumine. Cette activité anti-inflammatoire
de I’extrait est due a la richesse de I’extrait en composés bioactifs, principalement les
polyphénols et les flavonoides (Al-Khayri et al., 2022; Gonfa et al., 2023).

5.2. Activité anti-inflammatoire in vivo

Pour évaluer I’activit¢ anti-inflammatoire in vivo de I’extrait méthanolique de T.
chamaedrys L., a été réalisé sur le modele de 1I’cedéme de la patte des rats induit par I’injection
de carraghénine (1%). Les résultats du volume de la patte arriére droite ont été mesurées en

fonction du temps et sont présentés dans la Figure 22 et I’ Annexe 2.

2.5+
—— Témoin

:1: 2.0+ —=— Diclofénac de sodium 10 mg/kg
Py —— 200 mg/kg
g 1.57
= —*— 400 mg/kg
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Figure 22. Evolution de I’cedéme induit par la carraghénine en fonction du temps. Chaque valeur

représente la moyenne + SD (n=3).

D’apres les résultats de la Figure 22, I’injection de la carraghénine aprés une heure sur la
patte arriere droite entraine une augmentation progressive de I’cedéme induit chez tous les lots
en fonction du temps jusqu’a atteindre une valeur maximale a la troisiéme heure, puis diminue
d’une facon siginficative sauf chez le groupe témoins. Cela pourrait étre di a la réponse
inflammatoire aigué induite par ce dernier qui se caractérise par I’infiltration de fluides
tissulaires et de plasma entrainant la formation d’oedéme et I’accumulation concomitante de

leucocytes, principalement les neutrophiles (Sansbury et Spite, 2016).
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La Figure 23 montre les pourcentages d’inhibition de I’inflammation induite par la

carraghénine a 1% apres les traitements.

100+

L
=

Pourcentage d'inhibition de I'cedéme (%)

Figure 23. Pourcentage d’inhibition de I’cedéme par 1’extrait méthanolique et le Diclofénac

de sodium en fonction du temps. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

L’analyse statistique a révélé que I’extrait méthanolique de T. chamaedrys a inhibé d’une
facon significative et dose dépendante 1’cedéme induit par la carraghénine. A partir de la
troisiéme heure, I’extrait méthanolique (200 et 400mg/kg) a provoqué une diminution

significative (p < 0,01) de I’cedéme dont a celle du Diclofénac de sodium (10mg/kg).

A la quatrieme heure, I’extrait méthanolique (200 et 400mg/kg) et le Diclofénac de sodium
(10mg/kg) ont inhibé aussi de maniére significative (p < 0,001) I’cedéme dont le pourcentage
d’inhibition le plus important a été obtenu avec le Diclofénac de sodium (87,92+1,28%) suivi
par la dose 400mg/kg (75,84+5,61%) puis la dose 200mg/kg (57,99£1,42%) d’extrait

méthanolique.

Nos résultats concordent avec les résultats de Pourmotabbed et al. (2010) ayant rapporté
des effets anti-inflammatoires de T. chamaedrys L., I’extrait a montré une inhibition

significative de I’cedéme (0,20+0,05ml) aux concentrations données.

Des recherches sur d’autres especes de Teucrium ont également indiqué des propriétés anti-
inflammatoires. Benchikha et al. (2022) et Al-Naemi et al. (2023), ont montré que 1’extrait
hydro-alcoolique inhibe d’une maniére significative 1’cedéme de la patte induit par la

carraghénine par rapport au médicament de référence, le Diclofénac de sodium.
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Shah et Shah (2015) ont rapporté 1’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de T.
stocksianum dans I’inflammation induite par la carraghénine chez le rat. Les résultats ont indiqué

une inhibition de I’cedéme & un maximum d’effet 3h apres I’injection.

En effet, I’évaluation du volume de I’cedéme suite a I’injection de la carraghénine comporte
trois phases distinctes (Lattanzio et al., 2010); une premiere phase (1-2h) caractérisée par la
libération d’amines vaso-actifs comme [I’histamine et la sérotonine qui favorisent la
vasodilatation, la transsudation plasmatique et I’cedéme; une seconde phase (2-3h) qui fait appel
aux kinines plus exactement les bradykinines comme médiateurs qui augmentent la
perméabilité vasculaire ; et la biosynthése des prostaglandines intervient au-dela de la troisieme
heure associées a la migration leucocytaire dans la zone enflammée (Lattanzio et al., 2011).

L’activité anti-inflammatoire de I’extrait est probablement due a sa composition en
métabolites secondaires tels que les polyphénols et les flavonoides qui possedent des propriétés
anti-inflammatoires en agissant sur les cyclo-oxygénases et bloquant la libération d’histamine
et I’expression des cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines (BenSaad et al., 2017;
Maleki et al., 2019).
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Conclusion et perspectives

Les substances naturelles prennent une place de plus en plus importante en thérapeutique.
En effet, les plantes sont des usines naturelles qui doivent étre exploitées au maximum. Pour
cela, ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des molécules bioactives a intérét
phytothérapeutique de Teucrium chamaedrys L. par une étude phytochimique et 1’évaluation de

leur propriéte antioxydante, antibactérienne et anti-inflammatoire.

L’extraction des parties aériennes de 1’espéce de T. chamaedrys L. a donné un rendement
d’extraction des polyphénols de 10,75+1,76%. La quantification par des méthodes
spectrophotomeétriques des composeés phenoliques contenus dans 1’extrait méthanolique a révélé
que ce dernier est relativement riche en polyphénols et flavonoides, avec des teneurs de
229,27+5,85ug EAG/mg Ex et 40,85+0,43ug EQ/mg EX, respectivement.

En raison de la diversité des antioxydants et de la complexité du processus d’oxydation, la
capacité antioxydante de I’extrait de T. chamaedrys L. a été évaluée par plusieurs techniques in
vitro, permettant ainsi une meilleure compréhension de son potentiel antioxydant. Les résultats
obtenus ont prouvé que 1’extrait méthanolique posséde une bonne activité antioxydante. En
effet, une CAT importante a été obtenus (310,07+6,06ug EAA/mg Ex). En plus, des effets de
piégeage contre le DPPH et I’ABTS (1C50=28,27+0,87ug/mL et 317,20+2,45ug/mL,
respectivement) ont été obtenus. L’extrait a présenté un pouvoir réducteur important
(A05=116,1945.63) et inhibe remarquablement le blanchissement du [p-caroténe
(AA%=77,08+2,63%).

L’¢étude de Dl’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique a révélé son activité en
utilisant la méthode de diffusion sur disque contre B. cereus & la concentration de 100mg/mL
avec une zone d’inhibition de 14+0,82mm. En plus, I’activité antibactérienne a été évaluée par
la méthode de microdillution et dont les valeurs de CMI et CMB vis-a-vis B. cereus sont

0,39mg/mL et 0,78mg/mL, respectivement.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire in vitro ont montré que I’extrait méthanolique
présente un pouvoir inhibiteur important (1Cs0=437,80+21,11jug/mL). Cet extrait a aussi une
bonne activité anti-inflammatoire in vivo qui est dose dépendante vis-a-vis 1’inhibition de la
formation de 1’cedéme. En effet, le pourcentage d’inhibition le plus important qui a été observeé
a la dose 400mg/kg apres 4h est de 75,84+5,61%. Ainsi, cet extrait pourrait étre bénéfique pour

la gestion de la douleur et des affections inflammatoires.

La richesse de 1’extrait méthanolique de T. chamaedrys L. en composes phénoliques, ainsi

que leur pouvoir antioxydant, antibactérien et anti-inflammatoire pourrait prouver une
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justification scientifique de 1’utilisation de cette plante dans la pharmacopée traditionnelle pour

le traitement des maladies, confirmant ainsi la pertinence des remédes traditionnels.

Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour évaluer 1’efficacité de

I’extrait analysé a savoir :

Caractérisation des composeés actifs dans I’extrait de T. chamaedrys L. par des méthodes
plus spécifiques (HPLC et LC-MS) afin d’établir une relation structure-activité,

Etude de la toxicité aigle et subaigie de I’extrait,

Evaluation de I’activité antioxydante in vivo sur un modele biologique,

Tester d’autres activités pharmacologiques comme antidiabétique, antipyrétique et

cicatrisante.
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ANNEXES



Annexe 1

Résultats de I’évaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion
sur disque dans le milieu Mueller-Hinton




Annexe 2

Etapes de I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo par I’'induction de
I’cedéme de la patte des rats
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