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Abstract

The objective of the present study is to evaluate the anti-inflammatory activity of
aqueous (Ag.E) and methanolic (Met.E) extracts of aerial part from Asperula hirsuta. The
contents of total polyphenols and flavonoids of the two extracts were determined using the
method of Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride, respectively. The results reveal that
Met.E is the richest in polyphenols and flavonoids with values of 148.20+7.90 ug GAE/mg of
extract and 14.98 + 0.16 pg QE/mg of extract, respectively. Anti-inflammatory activity was
assessed using human erythrocyte membrane stability (HRBC) assays and xylene-induced ear
edema assay in mice, Compared with the synthetic anti-inflammatory diclofenac and
indomethacin. The in vitro evaluation of anti-inflammatory activity shows that extracts have
a strong inhibitory activity with a percentage inhibition of 99% at the dose 2 mg/ml and 78%
at the dose 3 mg/ml respectively for the Met.E and Ag.E. The results of anti-inflammatory
activity in vivo showed a remarquable reduction in the increase in edema volume with a
percentage inhibition of 72% and 61% for Met.E and AQ.E, respectively a relatively high
reduction to that obtained with indomethacin, the reference anti-inflammatory (57%). In
conclusion, the aqueous and methanolic extracts of Asperula hirsuta possess a significant
anti-inflammatory activity due to the presence of phenolic compounds which can be exploited
in the food and pharmaceutical industry.

Keywords:Asperula hirsuta, anti-inflammatory, polyphenols, flavonoids, plant extracts.
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Résumé

L’objectif de la présente étude est d’évaluer le pouvoir anti-inflammatoire de I’extrait
aqueux (E.Aq) et I’extrait méthanolique (E.Met) de la partie aérienne d’Asperula hirsuta. Les
teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des deux extraits ont été déterminées en
utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium respectivement. Les
résultats révelent que I’E.Met est le plus riche en polyphénols et en flavonoides avec des
valeurs de 148.20 = 7.90 ug EAG/mg d’extrait et 14.98 £ 0.16 pg EQ/mg d’extrait,
respectivement. L’activité anti-inflammatoire a été évaluée en utilisant les tests de la stabilité
membranaire des érythrocytes humains (HRBC) et le test de I’cedéme de 1’oreille induit par le
xylene chez la souris. en comparaison avec les anti-inflammatoires de synthése (diclofénac et
I’indométacine). L’évaluation in vitro de I’activité anti-inflammatoire montre que les deux
extraits ont une activité inhibitrice forte avec un pourcentage d’inhibition maximale de 99% a
la dose 2 mg/ml et 78% a la dose 3 mg/ml respectivement pour I’E.Met et I’E.Aq. Les
résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vivo montrent une réduction remarquable de
I’augmentation de volume d’cedéme avecun pourcentage d’inhibition de 72% et 61%
d’extrait méthanolique et aqueux respectivement, une réduction relativement élevee que celle
obtenue avec I’indométacine, anti-inflammatoire de référence (57 %). En conclusion, les
extraits aqueux et méthanolique d’Asperula hirsutapossedent une activité anti-inflammatoire
importante due a la présence des composes phénoliques qui peuvent étre exploités dans

I’industrie alimentaire et pharmaceutique.

Mots clés: Asperula hirsuta, anti-inflammatoire, polyphénols, flavonoides, extraits de

plante.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

L’inflammation est I’ensemble des mécanismes réactionnels de défense par lesquels
I’organisme reconnait, détruit et ¢limine toutes les substances qui lui sont étrangéres. Le
traitement actuel de I’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens et non
stéroidiens. Ces molécules bien qu’étant efficaces présentent le plus souvent des effets
néfastes qui peuvent géner leur utilisation au long cours. Dans le but de minimiser ces effets
secondaires, les laboratoires développent de plus en plus de procédés mettant en ceuvre des

extraits et des principes actifs d’origine végétale.

A travers I'histoireetlescultures, les plantes ont été utilisées pour traiter et soigner toutes
sortes des maladies (Barata et al., 2016). Les plantes médicinales possédent des avantages qui
permettent de leurs utilisations notamment la disponibilité, 1’accessibilité, moins chere, et
faible effets secondaires. Le traitement a partie les plantes médicinales a été utilisé par divers
peuplés,chacun selon ses connaissances héritées ou extraitesd'expériences dans la vie
quotidienne. Actuellement,la recherche sur les plantes médicinales est tres important pour
I’amélioration de la santé humaine ou les recherches autour des activités biologiques sont
concentréessurlesplantesmédicinalesetleurscomposésisolésetdéfinipar nouvelle ou
traditionnelle techniques d'extraction, séparation et identification pour trouver des substances

ou molécules qui donnent des effets bénéfiques et sans ou moins effets indésirables.

L’Algérie, par sa bonne situation géographique, représente une véritable zone de
diversité végétale (Ziani et al., 2015), on compte approximativement 4000 espéces de plantes
dont environ 300 sont considérées comme endémiques (Sadki, 2012). De plus, les algériens

ont une longue connaissance sur la médecine traditionnelle et les plantes médicinales.

Dans ce contexte, 1’objectif principal de notre travail est d'évaluer l'activité anti-

inflammatoire in vitro et in vivo des extraits de la partie aérienne d’Asperula hirsuta.
Pour répondre a 1’objectif fixé de ce travail, nous I’avons mené comme suit :

» Une synthese bibliographique portant sur les différentes connaissances
bibliographiques sur lI'inflammation, les anti-inflammatoires et la plante étudiée.
» Dans la partie expérimentale, il s’agit de mettre au point :
e Préparation des extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne
d’Asperula hirsuta.
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Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides des deux
extraits étudieés.

Evaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits in vitro par le test
de stabilité membranaire des érythrocytes humains et in vivo par le test de
I'cedéme de l'oreille induit par xylene chez la souris.

La derniére partie serait consacrée aux résultats obtenus et leur discussion

puis la conclusion.
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I. Inflammation

1.1 Définition

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés,
a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de maintenir son
intégrité (Anosike et al., 2012). L’objectif principal de I’inflammation est de détruire I’agent
nocif et ou de minimiser ces effets néfastes. L’inflammation se décompose en deux types :
inflammation a long terme dite chronique et inflammation a courte duré diteaigue (Debnath et
al., 2013). En général, I’inflammation est une réaction utile pour 1’organisme puisque elle lui
permet de se défendre contre les agréassions. On parle alors de réaction inflammatoire aigue
(Bourkhiss et al., 2010). Mais dans certains cas, 1’inflammation posséde un aspect néfaste

quand I’inflammation aigue se pérennise et devient chronique (Kanathip et al., 2020).

|.2. Types de I’inflammation

L’inflammation est classée en deux catégories ces sont :

1.2.1. Inflammation aigue

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours a
quelques semaines), d'installation souvent brutale et elle se traduit par quatre symptomes
cardinaux: cedéme, rougeur, douleur et chaleur (Rathinam et Fitzgerald, 2016). Elle
caractérisée par une vasodilatation, une exsudation de liquide et une infiltration de
neutrophiles (Sherwood et Toliver-Kinsky, 2004). Les inflammations aigues guérissent
spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction
tissulaire est importante (Charles et al., 2010). L’inflammation aigue se constitue en trois
phases (figure 1) : une phase vasculaire caractérisée par la modification de la
microcirculation locale, une phase cellulaire caractérisée par la mobilisation de nombreuses
cellules immunitaires qui permettra 1’¢limination des micro-organismes pathogenes et des
tissus 1ésés, et une phase de résolution et cicatrisation qui conduit a la restauration des tissus
(Weill et al., 2003).

1.2.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique est une inflammation qui n’a aucune tendance a la guérison
spontanée et qui évolue en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs
années. A la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigue, les phases vasculaires et

cellulaires ne se succedent pas mais coexistent tout au long de 1’évolution de cette
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inflammation. L’inflammation chronique conduit souvent a une perte des tissus ou des

fonctions des organes (Howcroft et al., 2013; Park et al., 2014).

g,

== [
' GONFLEMENT
| ~me—
| VASODILATATION [ sortie de plasma
J— #
oL PERMEABILITE
‘r\ VASCULAIRE +++
== Racrutement
de cellules

Figure 1 : Réponse inflammatoire (Kumar et al., 2013).

1.3. Médiateurs de I’inflammation

La réponse inflammatoire provoque la libération des divers médiateurs inflammatoires.
Ces médiateurs sont synthétisés localement ou présent a 1’état précurseur inactif dans la
circulation sanguine qui affectent le développement et la résolution de I’inflammation. Le
tableau 1 résume I’origine et fonctions les plus importants de certains médiateurs de

I’inflammation.

1.4. Implications pathologiques de I’inflammation

L’inflammationest un mécanisme de défense indispensable pour I’intégrité de
I’organisme. Cependant, I’implication de 1I’inflammation dans plusieurs pathologies humaines
est bien évidente, elle regroupe une grande variété de maladies, telles que la maladie de
Crohn, la polyarthrite rhumatoide, la myopathie inflammatoire et le lupus érythémateux
disséminé (Beyaert et al., 2013).
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Tableau 1. Origines et fonctions des médiateurs inflammatoires (Jain et al., 2015).

Meédiateurs dérivés des cellules

Origine Fonctions
. Dilatation des artérioles et
. . Mastocytes, basophiles, .
Histamine o : augmentation de la
éosinophiles et plaquettes R
permeabilité veineuse
. . Mastocytes, plaquettes, le Vasoconstriction dans les
Sérotonine . ; : ) ,
tractus gastro-intestinal tissus dénervés
. Les tissus locaux et les Vasodilatation, perception de
Prostaglandines vaisseaux sanguins,
la douleur
macrophages
Meédiateurs dérivés du plasma
Stimule la libération
Systeme du complément d'histamine par les
mastocytes

1. Anti-inflammatoires

I1.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont 1’une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde. Ces médicaments ont un effet anti-inflammatoire, antipyrétique
et analgésique. Les effets des AINS résultent principalement de 1’inhibition de la
cyclooxygénase et ainsi de la synthése des prostaglandines (Trichot et Jouzeau, 2014). Les
bons effets des AINS sont cependant limités par leurs effets indésirables graves,
principalement digestifs (ulceres gastroduodénaux) et amoindre degré rénaux (Lahmidani et
al., 2012). En effet I’action des AINS s’explique essentiellement par 1’inhibition non
spécifique de I’activité des cyclooxygénases (COX1 et COX>), qui forment la voie principale

de métabolisme de I’acide arachidonique en prostaglandine (Ouédraogo et al., 2012).

11.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens, également appelé corticostéroides sont des derives
synthétiques des corticostéroides naturel, hormones secrétées par les glandes
corticosurrénales. Ce sont des anti-inflammatoires largement utilisés pour supprimer les
effets délétéres des réponses inflammatoires (Janeway et al., 2009).lls ont néanmoins
I’inconvénient de réduire la défense de I’organisme et de provoquer des troubles qui

peuventétre aigues (derégulation de la synthése naturelle de glucocorticoides, ulcere
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gastroduodénal...etc) ou chroniques tel que la prise de poids (Strehl et al., 2011). Les AIS
empéchent 1’activation de la phospholipase A2, en bloguant a la fois la voie des

prostaglandines et celles des leucotrienes (Mallem et Gogny, 2014).

Phospholipides membranaires

AlS

Phospholipase A2

AINS ——1-3 Cyclo-oxygénase

V

Acide arachidonique

\ v v N
Thromboxanes
A2

Prostaglandines Leucotrienes

Figure 2: Modes d’action des anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens(Nicolas et
al., 2001).

11.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes constituent une source potentielle de molécules naturelles bioactives
(Bourkhiss et al., 2010). Elles possedent un spectre d’activité trés grande. Certaines de ces
composées phytochimiques ont des propriétés anti-inflammatoires, beaucoup sont présumés
agir en bloquant les voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d’autres
mécanismes (Fiebich et Chrubasik, 2004). De plus, les composés phytochimiques ont moins
d’effets secondaires, une meilleure tolérance du patient, relativement moins cher et une
longue histoire d'utilisation
etderenouvellementdanslanaturecommeparrapportauxmédicaments conventionnels
disponibles colteux et parfois associes avec des effets secondaires potentiellement mortels
(Tabiri Henneh et al., 2018).
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I11. La plante Asperula hirsuta (DESF.)

La famille des Rubiacées est représentée par environ 500 genres et 6000 especes a travers
le monde. Le genre Asperula de la famille Rubiaceae compte environ 200 especes connues
dans le monde et compte 40 espéces (52 taxons) en Turquie, dont 27 taxons endémiques

(Ufuk et al., 2018).

La famille des Rubiacées présente une grande diversité de substances telles que les
iridoides, les alcaloides indoliques, les anthraquinones, les terpénoides (diterpénes et
triterpénes), les flavonoides et autres dérivés phénoliques, avec l'accent sur la production
d'alcaloides bioactifs (Daiane et Nunez, 2015).Actuellement, I’espéce d’A. hirsuta n’a fait
I’objet d’aucune étude phytochimique. Autres études ont révélé que le genre
d’Asperulacontient des glycosides d’iridoides, des glycosides de flavones et des dérivés de

I'acide phénolique (Ufuk et al., 2018).

Un grand nombre de ces plantes sont largement utilisées dans la médecine populaire et
certaines se sontrévélées comme anti-inflammatoires, analgésiques, antibactérien, antiviral et

antioxydant(Ufuk et al., 2018).

Asperula hirsuta est une plante de la famille des Rubiacées, abondante dans 1’ Afrique du
nord, & I’exception de I’Egypte et sa présence au Portugal est limitée & I’Algarve et au Baixo
Alentejo. Cette espéce est tres commune dans le Tell Algérien et toutes les régions
montagneuses. Communément appelé Asperule et localement elle est appelée Fouaou.
L’Asperula hirsuta (figure 3) est une herbacée vivace multicaule de 15 a 60cm de hauteur, a
tiges dressées. Le feuillage est linéaire et sessile, disposé en verticilles de 4 a 6 (basal) et 6 a
8 (milieu et haut). Les fleurs sont groupées en inflorescences ramifiées, tétrameéres, a corolle

hypocrateriforme, blanche ou rose (Clamote, 2017).
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La taxonomie d’Asperula hirsuta selon la flore d’Algérie est la suivante :

Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Rubiales

Famille : Rubiaceae

Genre : Asperula

Espéce : Asperula hirsuta (desf.)

Figure 3. Aspect morphologique d’Asperula hirsuta.
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MATERIEL ET METHODES

. Matériel

I.1. Matériel végétal

Le matériel végeétal utilisé dans le présent travail, comporte la partie aérienne de la plante
Asperula hirsuta (A. hirsuta). L’espéceA. hirsutaa €té récoltée de la région de Beni
Ourtiliane, au Nord-Ouest de Sétif. L’identification a été faite par Dr. Djamel Sarri, Faculté
des Sciences, Université de M’sila.La partie aérienne de la plante a été séchée a I’ombre et a

température ambiante puis stockée a I’abri jusqu’a son utilisation.

I.2.Animaux

L'étude de I'activité anti-inflammatoire dans ce travail est réalisée sur des souris femelles
adultes de la souche Swiss albinos dont pesant 29¢g, fournies par I’ Institut Pasteur d’Alger.Les
animaux repartis en groupes sont hébergés dans des cages en polypropyléne a température
ambiante avec acces libre a I’eau et a 1’alimentation. L’aliment est fourni par I’Office
National des Aliments de Bétails (ONAB) d’El-Kssar-Bejaia. Aprés une période
d’adaptation, les souris sont pesées, marquées et soumis a jeun pendant une nuit avant leur

utilisation.

1.3. Sang humain
Le sang humain frais est obtenu par prélevement a partir de donneur volontaire sain et

non-fumeur et qui n’a pas pris de traitement médical pendant au moins quinze jours.

I.4. Produits et réactifs

Les reactifs utilisés dans la presente étude sont : acide gallique,carbonate de sodium
(Na2CO3),chlorure d'aluminium (AICI3), chlorure de sodium (NaCl), diclofénac de
sodium,eau distillee (H20), eau physiologie, indometacine, méthanol, quercétine, réactif de
Folin-Ciocalteu, xyléne proviennent de Sigma-Aldrich (Allemagne). Les sels utilisés pour la
préparation des tampons sont obtenus auprés de Merck (Allemagne). Les solvants sont de

grade analytique et obtenus aupres de Sigma (Allemagne).

11



MATERIELS ET METHODES

I1. Méthodes

I1.1. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux d’A.hirsutaest préparé selon la méthodede Kasmi et al.(2017).
Briévement, 50g de poudre de la partie aérienne sont mis & bouillir dans 500ml d’eau distillée
pendant 20min. Aprés filtration, I’extrait récupéré est soumis a une centrifugation. La
solution obtenue est sechée pour obtenir une poudre brun foncé qui est conservée a -32°C

jusqu’a son utilisation.

I1.2. Préparation de I’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique d’A. hirsuta est préparé selon la méthode de Krimat et al.(2017).
Une quantité de 50 g de poudre de la partie aérienne est mis a macérer dans 500ml
méthanol/eau (7:3, V/V) sous agitation pendant 24 heures, a ’ombre et a température
ambiante. L’extrait récupéré par filtration est soumis a une évaporation du méthanol sous
pression réduite a 45°C dans un rotavapeur (BUCHI). La solution obtenue est séchée pour

obtenir une poudre brun foncé qui est conservée a -32°C jusqu’a son utilisation.
11.3. Dosage des polyphénols totaux

11.3.1. Principe
La détermination des polyphénols totaux se fait colorimétriquement a partir du réactif
deFolin-Ciocalteu (Delgado et al., 2019). Ce dernier est constitué par un mélange d'acide

phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique(H3PMo012040) qui est réduit,
lors de l'oxydation des phénols, en mélange d'oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de
molybdéne (MogO23). Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765nm dont

I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon.

11.3.2. Protocole

Le dosage des polyphénols totaux des extraits d’A. hirsuta a été réalisé selon la méthode
de Kouadio Blaise et al.(2021). Dont un volume de 500ul de réactif de Folin-Ciolcalteu dilué
10 foisestmelangé avec 100ul des solutions d’extraits a différentes concentrations. Aprés une
incubation pendant 4min a la température ambiante, 400ul de Na;CO3z (7.5%) sont
additionnés. Le mélange est laissé réagir pendant 1 heure et 30 minutes a température
ambiante et a I’abri de la lumiére,puis la lecture des absorbances est faite a 765nm. La

concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
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gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique a différentes concentration (0-200ug/ml)
comme standard. Le résultat est exprimé en pg d’équivalents d’acide gallique par

milligrammed’extrait(ug EAG/mg d’extrait)(figure 4).
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
11.4. Dosage des flavonoides

11.4.1. Principe

Lesflavonoides contenus dans le matériel végétal sont estimés par la méthode du
trichlorure d’aluminium citée par Bahorun et al. (1996).Les flavonoides possédent un
groupement hydroxyle libre en positon susceptible de donner, en présence de chlorure
d’aluminium, un complexe jaundtre par chélation de I’ionAl*3. La quantité de flavonoides
dans un extrait devrait étre déterminée selon le flavonoide prédominant, cependant la
quercétine est largement utiliseecommestandardpour la détermination de la teneur des

flavonoides dans un échantillon.

11.4.2. Protocol

Un ml de la solution d’AICI3(2%) est ajouté a 1 ml de la solution de I’extrait a différentes
concentrations préparées dans le méthanol. Le mélange est laissé réagir pendant 10mina
température ambiante et dans I'obscurité puis la lecture de 1’absorbance est faite a 430nm. La
teneur des flavonoides totaux contenus dans les extraits d’A. hirsuta sont déduites a partir de

I’équation de la gamme d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine a différentes
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concentration (0-16pg/ml) comme standard. Les résultats sont exprimés en microgramme

d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (figure 5).
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Figure 5 : Courbe d’étalonnage de la quercétine
11.5. Activité anti-inflammatoire des extraits d’Asperula hirsuta
11.5.1. Stabilité membranaire des érythrocytes humains

e Préparation de la suspension des globules rouges humains

Le sang récupéré dans des tubes héparinés est soumis a une centrifugation pendant 10
min a 3000rpm. Le surnageant est éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois
avec une solution PBS isotonique formé de tampon phosphate (10mM, pH=7,4 et 154mM
de NaCl), jusqu’a I’obtention d’un surnageant claire, en centrifugeant chaque fois a la vitesse
3000rpm, pendant 10min. Apres la derniére centrifugation, le culot est récupéré puis
suspendu de nouveau dans la solution PBS isotonique a fin de préparer une suspension

de10% (v/v) de globules rouges humains.

e Détermination de la stabilité membranaire des globules rouges humains

L’étude de D’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits d’A. hirsuta se base sur
I’effet des extraits de la plante étudiée sur la stabilisation des érythrocytes, aprés induction de
I’hémolyse par une solution hypotonique, elle a été effectuée par la méthode de stabilisation
de la membrane des globules rouges décrite par Debnath et al.(2013). Brievement, 125ul de
la suspension érythrocytaire diluée a 10% sont ajoutés a 1.25ml de chaque extrait a
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différentes concentration (1, 2, 3mg/ml) dissous dans un milieu hypotonique (10mM,
pH=7,4 et 50mMNacCIl) ou a 1.25 diclofénac de sodium qui est utilisé comme référence. Le
control considéré comme 100% d’hémolyse contient la suspension érythrocytaire avec le
milieu hypotonique seul. Apres incubation pendant 10 minutes a tempeérature ambiante, une
centrifugation est effectuée a 3000rpm pendant 10 minutes. L’absorbance du surnageant
récupéré est lue a 450nm. Le pourcentage d’inhibition d’hémolyse est calculé selon la

formule suivante :
Pourcentage d’inhibition (%) = 100 x (Ac — Ae) / Ac

Ac : absorbance de control

Ae : absorbance de 1’échantillon

11.5.2. (Edéme de ’oreille induit par xyléne chez la souris
L’activité anti-inflammatoire des extraits aqueux et méthanolique in vivo a été évaluée par
le test de I’cedéme de 1’oreille induit par xyléne chez la souris selon la méthode de Rotelli et

al. (2003).

e Prétraitement par les extraits
Une heure avant I’injection de xyléne, un effectif de 28 souris est divisé en 4 groupes de

7 souris, chaque groupe recoit par voie orale les solutions expérimentales comme suit :

v Groupe témoin : une solution de NaCl (0.9%).

v Groupe standard : Indométacine (50mg/kg) dissous dans 1’eau physiologie.

v Groupe essai : Extrait aqueux (200mg/kg) dissous dans I’eau physiologie.

v Groupe essai : Extrait méthanolique (200mg/kg) dissous dans 1’eau Physiologie.

e Induction de l’inflammation

Pour mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire des extraits d’Asperula hirsuta, un
cedeéme de ’oreille est induit par I’application topique de 30pl de xylene sur la face interne de

I’oreille droite de chaque souris des quatre groupes, a 1’aide d’une micropipette.

e Evaluation de [’activité anti-eedémateuse et détermination de pourcentage d’inhibition
de 'cedeme
L’¢paisseur de l’oreille est mesurée avant et une demi-heure aprés I’induction de
I’inflammation par I’utilisation d’un pied a coulisse digital (Delaporte et al., 2004). La

différence de 1’épaisseur avant et aprés 1’application du xyléne est calculée.Le pourcentage
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d’inhibition de ’cedéme est calculé pour chaque groupe de souris traitées par rapport au

groupe témoin. 1l est obtenu selon la formule suivante :
% inhibition = ((A témoin — A traité) / A témoin) x 100

A témoin : Différence d’épaisseurde 1’oreille avant et aprés I’induction del’inflammation
pour chaque souris de groupe témoin.

A traité : Différence d’épaisseur de ’oreille avant et aprés I’induction de 1’inflammation
pour chaque souris des groupes traités par les solutions expérimentales.

11.6. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne + SD et
moyenne + SEM par un logiciel (Graphpad Prism version 9.2.0) respectivement, les
différents tests sont déterminés par ANOVA (univariée et multivariée) suivie de test Dunnett

pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification. Les différences

sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05 (p< 0.05).
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RESULTATS ET DISCUSSION

. RESULTATS

I.1. Préparation des extraits d’Asperula hirsuta

La méthode de macération utilisée pour la préparation de I’extrait méthanolique donne
une poudre brun foncé avec un rendement de 20.07%.Tandis que, I’extrait aqueux prépare par
décoction est aussi sous forme d’une poudre de couleur brun fonce avec le méme rendement
(20.98%).

1.2. Détermination de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides

Des dosages spectrophotométriques ont été effectués a partir des extraits méthanolique et
aqueux d’Asperula hirsuta afin de déterminer la teneur totale des polyphénols et des
flavonoides, dont la quantité de chaque composé chimique est définie grace a la molécule de
référence utilisé dans 1’étude (acide gallique pour polyphénolset quercétine pour les
flavonoides) et rapporter en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme
d’extrait (ug EQ/mg d’extrait), ou en microgramme d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait(EAG/mg d’extrait) respectivement pour les flavonoideset polyphénols.

Les résultats de 1’analyse colorimétrique des composés phénoliques montrent que
I’extrait méthanolique d’A. hirsuta est plus riche en polyphénols et en flavonoides que

I’extrait aqueux (tableau 2).

Tableau 2. Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits aqueux et

méthanolique d’A. hirsuta

Extraits Polyphénols Flavonoides
(ng EAG /mg d’extrait) (ng EQ / mg d’extrait)

E. Met 148.205 + 7.908 14,984 +0.164

E. Aq 111.051 + 3.060 9.043 +0.374

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.
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1.3. Activité anti-inflammatoire des extraits d’Asperula hirsuta

1.3.1.Effet des extraits sur la stabilité membranaire des érythrocytes humains
L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits d’A. hirsuta qui compte sur 1’étude de
I’effet protecteur de ces extraits contre 1’hémolyse des globules rouges induit par milieu

hypotonique est illustré dans la figure 6.
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Figure 6 :Effet de I’extrait méthanolique (E.Met) et aqueux (E.Aq) d’Asperula hirsuta sur la lyse
des érythrocytes humains induite par un milieu hypotonique. Les valeurs représentent la moyenne +
SD (n=3). ***: p< 0.001; **: p<0,01vs diclofénac.

Les résultats obtenus montrent que les deux extraitsprotégent significativement (p <
0.001) les érythrocytes humains contre I’hémolyse. A la concentration de 2mg/ml, I’extrait
méthanolique a donné le taux d’inhibition de I’hémolyse le plus élevé (99.19 %) contre 84.42

% et 64.07% exercé par le diclofénac sodique et 1’extrait aqueux, respectivement.

1.3.2.Effet des extraits sur ’cedéme de ’oreille induit par le xyléne chez la souris
L’effet anti-cedémateux de 1’extrait méthanolique et aqueux d’Asperula hirsuta a
éteévalué sur I’cedéme de Doreille induit par le xyléne chez la souris qui est un

modeledel’inflammation aigue.

Les souris du groupe témoin n’ayant recu que la solution de xyléne ont développéau bout

de 30min un cedéme caractérisé par une augmentation de 1’épaisseur de 120 = 6.81um.
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Le traitement oral avec 200mg/kg d’extrait méthanolique a induit une atténuation tres
significative (p<0.001) de [I’inflammation par rapport aux souris du groupe
témoin.L’augmentation de 1’épaisseur est de(36,66 + 4,94) umseulement. L’inhibition est
donc de 72%. Ce pourcentage d’inhibition est supérieur a celui obtenu avec 1’indométacine
utilise comme anti-inflammatoire de référence. En effet, I’augmentation de 1’épaisseur 30min
aprés 1’induction de I’inflammation par 50mg/kg d’indométacine est de(51.66 + 3,07) um, ce
qui correspond a une inhibition de 57%. De méme, une diminution trés significative de
I’cedéme est observée chez les souris du groupe traité oralement avec 200mg/kg de I’extrait
aqueux par rapport aux souris du groupe témoin. L’augmentation de 1’épaisseur est de(48,57
+ 5,08)um, soit un taux d’inhibition de 61%, un taux trés proche a celui de I’indométacine

mais significativement (p < 0.1) inférieur a celui exercé par 1’extrait méthanolique (figure 7).
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Figure 7 : Effet des extraits d’Asperula hirsutasur I’cedéme de Doreille induit par le xyléne
chez la souris. Les groupes des souris sont prétraités oralement par I’indométacine (IND) a 50mg/kg,
I’extrait aqueux (E.Aqg) ou méthanolique (E.Met) a 200mg/kg. Le groupe témoin recoit du NaCl
0.9%. A : Différence de ’épaisseur avant et une demi-heure apres 1’induction de I’cedéme. La
comparaison est faite par rapport au groupe témoin. B : Pourcentage d’inhibition de 1’cedéme. La
comparaison est faite par rapport a I’indométacine. Les valeurs représentent les moyennes = SEM (n =
7). ***:p< 0.001, ** : p< 0.01, * : p< 0.05, NS : non significatif.
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1. DISCUSSION

De nombreuses préparations des plantes prés largement décrétées pour le traitement des
maladies inflammatoires a cause de leur richesse en molécules thérapeutiques dits
métabolites secondaires tel que les flavonoides et polyphénols. Cependant, les anti-
inflammatoires de synthéses sont largement utilisées actuellement. En effet, ces anti-
inflammatoires ayant des complications concernant leur dommage pour la santé. Pour cela il

y a une besoin de recherche et travaille de développement en phytothérapie.

I1.1. Extraction et dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

La méthode d’extraction consiste une principale étape pour I’isolement des composés
phénoliques des matiéres végétales aprés la préparation de 1’échantillon (Nguyen et al.,
2022).Selon Makusa et al. (2020) I’extraction est le processus par lequel un composé
souhaité est retiré a 1’aide d’un solvant conformément avec la nature du composés a séparer,
ceci permet de conclure que le but de I’extraction est d’attirer les composés bioactifs
contenus dans 1’échantillon. De nombreux parametres doivent étre prise en compte
d’influencer cette méthode parmi lesquels: la nature chimique des composés
phytochimiques, procédé d’extraction utilisé, tailles des particules de 1’échantillon et les
solvants choisis, ainsi que le temps d’extraction et la température (Nguyen et al., 2022 ;
Kocak et Pazir, 2018).

L’extraction dans cette étude a été effectuée par I’eau et le méthanol. Khodami et
al.(2013) montrent que I’extraction par 1’eau et le méthanol ainsi que leur mélange a
différents rations sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure récupération de

composés phénoliques.

A fin de réaliser notre étude, on a choisi la partie aérienne pour obtenir les extraits de
notre plante. Ceci peut étre attribuée au fait que la prédominance d’utilisation d’une partie par
rapport a un autre découle de sa concentration en principe actif, par exemple on trouve que
les feuilles sont les plus utilisées car elles sont en méme temps un siége des réactions

photochimiques et un réservoir de matiéres organiques (Hachi et al., 2015).

Pendant la préparation de I’échantillon, la plante a été séchée a 1’ombre afin de prévenir
la transformation chimique telle que I’isomérisation et la dégradation causée par les
radiations ultraviolettes de la lumiere solaire (Jones et Kinghorn, 2005). En outre, le séchage
inhibe la fermentation bactérienne qui peut étre une cause directe dedégradation enzymatique

21



RESULTATS ET DISCUSSION

de certains composants comme les flavonoides qui se dégradent facilement en cas d’un

matériel frais ou non séché (Seidel, 2005).

L’utilisation de la poudre a la place de la plante entiére a pour but d’améliorer
I’extraction de fait de rendrel’échantillon plus homogéne, augmenter leur surface du contact
avec le solvant extracteur et facilité sa pénétration a I’intérieure des cellules (Sasidharan et
al., 2011).

Le rendement des extraits aqueux et méthanolique d’A4. hirsuta sont proches. L'extraction
aqueuse est effectuée sous forme d’une décoction a temps réduit avec une température élevée.
Selon King et Bott, (2012), la solubilité de certains composés et I'extraction est augmentée
par le réchauffement du mélange matériel végétal et d'eau, cette information permet de
conclure que le rendement d’extraction aqueuse augmente avec la température. Cela est
expliqué par le fait que la température est un accélérateur d'extraction, elle augmente la
solubilité des composés phénoliques dans le solvant. Toutefois, en raison de la sensibilité des
composés phénoliques a la chaleur, une température trop élevée peut conduire a leur
décomposition et leur dégradation, ceci interprete le déroulement de I'extraction a un temps
réduit (Routray et Orsat, 2012). A 1’autre coté 1’utilisation d’un solvant alcoolique (le
méthanol) au cours de 1’opération d’extraction par macération est habituellement identifiée
comme le dissolvant efficace pour I'extraction des composés phénoliques en raison de son
propriété polaire et la capacité de solubiliser et récupérer des quantités optimales des
composants actifs des plantes (sultana et al., 2014). Méme si le déroulement de cette
extraction a température ambiante ainsi que l’épuisement du solvant a pression réduite
permettent d’obtenir le maximum des composes et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable dues aux températures élevees utilisées dans d’autres méthodes
d’extraction (Seidel, 2005). De maniére générale le rendement d'extraction varie en fonction
de l'espece végétale, de I'organe utilisé dans I'extraction, des conditions de séchage et de la
richesse de chaque espece avec des métabolites secondaires. La région et la période de récolte
sont également des déterminants du rendement (Zhang et al., 2018).En effet, Minareci et
al.(2011) ont obtenu a partir des extraits métanolique de cing espéces endémiques du genre

Asperula originaire de Turquie un rendement varie entre 6.08 - 9.41 %.

L’étude quantitative des extraits d’A.hirsuta a été réalisees par dosage
spectrophotométrique pour éstimer la teneur en composees phénoliques. Le choix de

quantifier les polyphenols parmi les différentes substances phytochimiques, résulte du fait
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que les polyphénols ont des activités biologiques trés importantes. De méme pour les
flavonoides qui sont considérés comme la classe la plus importante des phénols (Fadili et al.,
2017).Le dosage a été réalisée par deux méthodes: le Folin-Ciocalteu et le trichlorure
d’aluminium respectivement pour les polyphénols et les flavonoides. Ces méthodes sont
considérées comme les meilleures méthodes de détermination des polyphénols et des
flavonoides des extraits de plantes, car elles sont simples et reproductibles (Khadher, 2017).
Nos résultatsmontrent que 1’extrait méthanolique d’A. hirsutaestplusricheenpolyphénols et en
flavonoides que I’extrait aqueux. Sepahpour et al.(2018) ont rapporté que les teneurs
phénoliques totales dans les extraits de plantes dépendent de la haute solubilité des phénols
dans les solvants polaires ce qui fournit une concentration élevée de ces composés dans les
extraits obtenus en utilisant ces solvants. De plus, I’étude de Minareci et al.(2011) a montré
des taux de flavonoides variant de 1.69 a 2.90% d’extrait de cinq especes du genre Asperula.

11.2. Activités anti-inflammatoires

11.2.1. Effet des extraits sur la stabilité membranaire des érythrocytes humains

La méthode de stabilisation membranaire des globules rouges humains a été choisie pour
étudier l'activité anti-inflammatoire in vitro des extraits d’A. hirsuta parce que la membrane
de RBC est structurellement équivalente a la membrane lysosomale et sa stabilisation
implique que les extraits peuvent ainsi stabiliser les membranes lysosomiales (Ghosh et al.,
2015). La stabilisation de la membrane lysosomiale est importante dans la limitation de la
réponse inflammatoire en empéchantla libération de constituants lysosomiques des
neutrophyles activée tels que les enzymes bactéricides et les protéases qui provoquent une
inflammation des tissus et d’autres dommages lors de la libération extracellulaire (Alam et
al., 2015). L'exposition des globules rouges a des substances nocives telle que milieu
hypotonique entraine la lyse de la membrane accompagnée d’hémolyse et oxydation de
I'némoglobine. L’effet hémolytique de la solution hypotonique est lié & accumulation
excessive de liquide dans la cellule résultant dans la rupture de sa membrane (Mounnissamy
et al., 2007).

L'action principale des agents anti-inflammatoires est D’inhibition de 1’enzyme
cyclooxygénase responsable pour la conversion de l'acide arachidonique enprostaglandines
(PG). Spécifiqguement, cet enzyme fait la conversion de la prostaglandine G2 (PGG2) en
PGH2 avec peroxydation qui est associé a la formation de longs canaux dans membranes.

L'ouverture du canal se produit en raison de la libération de médiations chimiques et ainsi
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I'acide arachidonique est reloué a partir de la membrane et converti en prostaglandine
(Mounnissamy et al., 2007).De mémeles anti-inflammatoires non stéroidiens, tels que le
diclofénac sodique, agissent soit en inhibant les enzymes lysosomales ou en tant que
stabilisateurs des membranes lysosomales (Kherbache et al, 2020).

D’apreés les résultats de cette expérimentation, les extraits étudiés d’A. hirsuta possédent
une action protecteur contre le milieu hypotonique dont laquelle I’extrait méthanolique ayant
I’effet protecteur la plus élevé. Ces résultats nos orientent que la propriété anti inflammatoire
de notre plante est liée a leur richesse aux composés phénoliques. En effet, Ghaudhuri et al.
(2007) montrent que les flavonoides possédent un effet anti-hémolytique, en stabilisant la
membrane des globules rouges contre la lyse hypotonique, maintenant ainsi leur intégrité

membranaire.

Aucune étude sur ’activité anti-inflammatoire des extraits de I’A. hirsuta n’a été réalisée.
En outre, trés peu sont les travaux qui se sont consacrés a 1’étude de 1’effet anti-inflammatoire
des especes de la méme famille (Rubiaceae) comme les études qui ont fait par Chowdhury et
al. (2014) surGardenia corenaria qui montrent que I’extrait méthanolique de la partie
aérienne de cette plante possédeun effet protecteur de la membrane du globules rouges.De
méme le genre Coptosapelta flavescens Korth présente un effet anti-hémolytique (Kosala et
al., 2018).

11.2.2.Effet anti-eedémateux

L’cedéme de ’oreille induit par le xyléne chez les souris a été utilisé pour évaluer 1’effet
anti-cedémateux des extraites d’A. hirsuta. Ce modéle expérimental reproductible concéde
une bonne valeur prédictive pour le criblage des agents anti-inflammatoires (Xu et al.,
2014).Le xyléneest un hydrocarbure irritant aromatique formé d’un mélange de trois formes
isométriques (ortho, méta et para). L’application du xyléne sur 1’oreille induit une
accumulation de liquide intercellulaire conduisant a la formation d’un cedéme qui est une
caractéristique de I’inflammation aigue (Debnath et al., 2013).Richardson et Vasko, (2002)
ont rapportés que les neurones sensoriels contiennent des cyclooxygénase capables de
synthétiser les prostaglandines pro-inflammatoires, ces derniers sont desvasodilatateurs
puissants et contribuent a la formation de 1’cedéme et la genése des influx nociceptifs.De plus,
le mécanisme d’action de I’indométacine sur I’inflammation est basé sur 1’inhibition de

synthese pro-inflammatoire de prostaglandine (Li et al., 2008).
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Dans notre étude, les extraits étudiés d’A. hirsuta présentent une activité anti-
cedémateuse. Cependant, I’extrait méthanolique posséde 1’effet le plus élevé que 1’extrait
aqueux et I’indométacine. Cet effet est probablement lié a la présence des composes
phénoliques. En effet, Roko et al. (2020) confirment que les propriétés anti-inflammatoires
des molécules bioactives liees aux flavonoides. Des études ultérieures ont montré que la
famille des Rubiacées possede une activité anti-cedémateuse dont 1’étude de Kosala et al.
(2018) ont montréque 1’extrait méthanolique deCoptosapelta flavescens Korth a exercé

uneinhibition de I’cedéme de la patte des rats induit par la carragéenine.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Les plantes médicinales ont fourni une reserve compléte des remédes pour guerir les
maux de I’humanité. Elles restent la plus source abondante et largement disponible en

molécules naturelles bioactives dotés d’activités biologiques.

Dans le présent travail, on a procédé en premier temps au dosage des polyphénols et des
flavonoides dans les extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne d'Asperula hirsuta.

Ensuite, 1’effet anti-inflammatoire des mémes extraits a été évalué in vitro et in vivo.

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par les méthodes de
Folin-ciocalteu et trichlorure d’aluminium respectivement a révélé la présence des quantités

importantes de ces composés dans les extraits d'Asperula hirsuta.

Les extraits aqueux et méthanolique d'Asperula hirsuta possédent un effet anti-
inflammatoire observable. Les extraits étudiés ont exercé une protection importante de la
membrane des globules rouges humains contre 1’hémolyse par le milieu hypotonique et un

excellent effet inhibiteur de I’cedéme induit par xyléne chez la souris.

Ces résultats restent préliminaires, il serait intéressant d’isoler les molécules qui sous-
tendent les diverses activités détectées dans ces extraits, d’évaluer leurs effets sur les
médiateurs de I’inflammation, les cellules inflammatoires et leurs voies de signalisations pour

comprendre leurs mécanismes d’action a 1’échelle cellulaire et moléculaire.
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Abstract

The objective of the present study is to evaluate the anti-inflammatory activity of the aqueous (Aq.E) and the
methanolic (Met.E) extracts of the aerial part of Asperula hirsuta. The contents of total polyphenols and flavonoids of the
two extracts were determined using the method of Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride, respectively. The results
reveal that the Met.E is the richest in polyphenols and flavonoids with values of 148.20+7.90 ug GAE/mg of extract and
1498 + 0.16 pg QE/mg of extract, respectively. Anti-inflammatory activity was assessed using human erythrocyte
membrane stability (HRBC) assays and xylene-induced ear edema assay in mice. Compared with the synthetic anti-
inflammatory diclofenac and indomethacin. The in vitro evaluation of the anti-inflammatory activity shows that the extracts
have a strong inhibitory activity with a percentage inhibition of 99% at the dose 2 mg/ml and 78% at the dose 3 mg/ml
respectively for the Met.E and Ag.E. The results of the anti-inflammatory activity in vivo showed a remarquable reduction
in the increase in edema volume with a percentage inhibition of 72% and 61% of Met.E and Aq.E respectively, a relatively
high reduction to that obtained with indomethacin, the reference anti-inflammatory (57%). In conclusion, the aqueous and
methanolic extracts of Asperula hirsuta possess a significant anti-inflammatory activity due to the presence of phenolic
compounds which can be exploited in the food and pharmaceutical industry.

Keywords: Asperula hirsuta, anti-inflammatory, polyphenols, flavonoids, plant extracts.
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Résumé

L’objectif de la présente étude est d’évaluer le pouvoir anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux (E.Aq) et I’extrait
méthanolique (E.Met) de la partie aérienne d’Asperula hirsuta. Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des
deux extraits ont été déterminées en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium respectivement.
Les résultats révélent que I’E.Met est le plus riche en polyphénols et en flavonoides avec des valeurs de 148.20 + 7.90 ug
EAG/mg d’extrait et 14.98 + 0.16 pg EQ/mg d’extrait, respectivement. L’activité anti-inflammatoire a été évaluée en
utilisant les tests de la stabilité membranaire des érythrocytes humains (HRBC) et le test de I’cedéme de I’oreille induit par
le xyléne chez la souris. En comparaison avec les anti-inflammatoires de synthése (diclofénac etl’indométacine).
L’évaluation in vitro de I’activité anti-inflammatoire montre que les deux extraits ont une activité inhibitrice forte avec un
pourcentage d’inhibition maximale de 99% a la dose 2 mg/ml et 78% a la dose 3 mg/ml respectivement pour I’E.Met et
I’E.Aq. Les résultats de ’activité anti-inflammatoire in vivo montrent une réduction remarquable de 1’augmentation de
volume d’cedéme avec un pourcentage d’inhibition de 72% et 61% d’extrait méthanolique et aqueux respectivement, une
réduction relativement élevée que celle obtenue avec l’indométacine, anti-inflammatoire de référence (57 %). En
conclusion, les extraits aqueux et méthanolique d’Asperula hirsuta possédent une activité anti-inflammatoire importante
due a la présence des composés phénoliques qui peuvent étre exploités dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique.
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