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Abstract

The present study was designed to the identification of certain phytochemical compounds and
the evaluation of the antioxidant and analgesic properties of the aqueous (Ag.E) and the methanolic
(Met.E) extracts of the aerial part of Asperula hirsuta. The total polyphenols and flavonoids in
both extracts were determined using the Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride methods,
respectively. The results showed that the Met.E is the richest in polyphenols and flavonoids with
values of 145,93 + 15,72 pug AGE/mg extract and 107,65 + 9,86 ug QE/mg extract, respectively.
The antioxidant activity of Met.E and Ag.E was evaluated using the hydroxyl radical and iron
chelation tests. Results showed that both extracts exhibited a strong scavenging activity against
hydroxyl radicals with ICso values of 631,58 + 21,29 pg/mL and 232,58 + 2,66 pg/mL,
respectively. In addition, the Met.E and Ag.E showed a good chelating activity with ECso values
of 180,87 + 5,72 pug/mL and 76,39 £ 5,87 pug/mL, respectively. On the other hand, the treatment
of mice with 200 mg/kg of Ag.E and Met.E inhibited the pain induced by acetic acid with 52%
and 82%, respectively. In conclusion, the obtained results showed that the aqueous and methanolic
extracts of Asperula hirsuta contain bioactive compounds with strong antioxidant activity as well

as interesting analgesic properties.

Keywords: Asperula hirsuta, antioxidant activity, analgesic activity, methanolic extract, aqueous

extract.
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Résumé

La présente étude porte sur l'identification de certains composés phytochimiques et
I’évaluation des propriétés antioxydants et analgésiques 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 145,93 + 15,72 ug EAG/mg d’extrait et
107,65 +9,86pug EQ/mg d’extrait respectivement. L activité antioxydante a été évaluée en utilisant
le test de piégeage du radical hydroxyle et la chélation de fer. Les résultats montrent que I’E.Met
et ’E.Aq possedent une forte activité antiradicalaire vis-a-vis du radical hydroxyle avec des ICso
de 631,58 + 21,29 pg/mL et 232,58 + 2,66 pug/mL, respectivement. De méme, une bonne activité
chélatrice a été obtenue par les deux extraits avec des ECso de 180,87 + 5,72 ug/mL et 76,39 +
5,87 ug/mL, respectivement. Le prétraitement par voie orale des souris par I’E.Met ou I’E.Aq a
200 mg/kg inhibe de fagon significative la douleur induite par I’acide acétique avec un pourcentage
de 82% et 52%, respectivement. En conclusion, nos résultats montrent que les extraits aqueux et
méthanolique d ’Asperula hirsuta contient des composés bioactifs d’une forte activité antioxydant

ainsi que des propriétés analgésiques intéressantes.

Mots clés : Asperula hirsuta, activité antioxydant, activité analgésique, extrait méthanolique,

extrait aqueux.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activées (ROS) et les defenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des premiéres. Notre mode
de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité et 1’exercice physique intense), mais aussi nos mauvaises
habitudes alimentaires, augmentent de facon anormale la production des ROS dans notre
organisme. A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de diverses pathologies liées au
vieillissement comme les cancers ou les maladies cardiovasculaires. L’organisme se protége
toujours contre la formation et 1’agression de ces oxydants grace a un systéme de défense hyper
efficace, complétés par des apports alimentaires qui continent des substances antioxydantes. Ces
derniers sont des métabolites secondaires trés répandus chez les plantes. Ils sont étudiés de fagon
large pour leurs activités biologiques, pharmacologiques et antioxydantes.

De nos jours, la douleur refléte I’un des maux du siccle. Les traitements préconisés sont parfois
lourds pour les patients, de part de leur effet secondaire et leur c6té onéreux. La recherche de
composés d’origine végétale dotés de pouvoir analgésique pourrait étre intéressante. Les
antalgiques ou analgésiques sont des médicaments ayant pour but d'éliminer ou d’atténuer la

douleur par action périphérigue et/ou centrale, sans provoquer une perte de conscience.

Les plantes médicinales ont été utilisées pendant des siecles pour traiter les maladies. En
Algérie, I’utilisation des plantes s’inspire d’expériences des populations ainsi que de la médecine
arabe classique. Cependant, cette utilisation ne suit pas des regles précises et ne tient pas compte
des nouvelles nécessitées de la thérapeutique actuelle. Beaucoup d’études se sont intéressées a

I’étude des plantes utilisées en médecine traditionnelle.

Asperula hirsuta est une plante médicinale. Peu d’études existent sur les activités biologiques
de cette plante ; dans ce travail, les activités antioxydante et analgésique des extraits préparés des

parties aériennes de la plante sont étudiées pour la premiere fois.

Ce travail est une contribution a :

e Préparation des extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne d’Asperula hirsuta.

e Investigation de la présence ou 1I’absence des principaux groupes des composés chimiques
végétaux dans les extraits.

e Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides des deux extraits étudiés.

e Evaluation de I’activité antioxydante des extraits in vitro par les tests de piégeage du radical
hydroxyle et la chélation de fer.

e FEtude de I’activité analgésique des extraits in vivo par le test de contorsion dorso-
abdominale.
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I. LA PLANTE ASPERULA HIRSUTA (DESF.)

1.1. Généralités

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui auraient une activité pharmacologique
pouvant conduire a des emplois thérapeutiques. Cela grace a la présence d’un certain nombre de
substances actives dont la plupart agissent sur I’organisme humain. Elles sont utilisées en
pharmacie humaine et vétérinaire, en cosmétologie ainsi que dans la confection de boissons, soit
nature, soit en préparation galénique ou encore sous forme de principes actifs comme matiére pour

I’obtention de médicaments (Naghibi et al., 2005).

Les Rubiaceae font partie des plus grandes familles de plantes a fleurs, quatrieme apres les
Asteraceae, Fabaceae et Orchidaceae avec un total d’environ 611 genres et 13143 espéces. Dans
les régions tempérées, les Rubiaceae ne sont représentées que par un petit nombre de genres
herbacés, par exemple, Galium et Asperula. Ce sont des arbres, des buissons, des lianes ou des
plantes herbacées des régions froides, tempérées, subtropicales ou tropicales, elles sont largement
répandues dans la zone tropicale. Bien que 1’étude taxonomique sur les Rubiaceae soit déja abordée
dans différents pays, leur écologie, leur richesse et leur distribution restent jusqu’a présent mal

connues (Jean-Claudel et al., 2014).

Le nom de genre Asperula provient du latin asper signifiant rude, allusion aux poils raides
présentés par plusieurs especes. Le nom d’espece fait référence aux propriétés tinctoriales des
racines (Ferrez, 2004). Les aspérules constituent un groupe d’espéces de la famille des Rubiaceae,
voisines de la Garance et des Gaillets, comme eux a feuilles groupées en verticilles, mais s’en
distinguant par la forme de la fleur, dont la corolle est allongée en petit entonnoir au lieu d’étre
entierement étalées étoile. Ce sont des herbes assez gréles, peu élevées, a fleur petites, blanches,
rosées ou bleues, a pétales soudés ensemble et surmontant 1’ovaire, qui évolue en fruit sec a 2

carpelles (Fournier,1999).
1.2. Description botanique

Asperula hirsuta est une plante vivace, multicaule, verdatre ou vert-grisatre, a tiges (15 a 60cm)
dressées avec induction de poils hirsutes au moins sur la partie basale ; feuilles séches, lineaires,
disposées en verticilles de 4 a 6 (basales) et de 6 a 8 (moyennes et supérieures) ; les fleurs
tétraedres, avec la corolle hypotératriforme, blanche ou rose, groupées en inflorescences ramifiées
(figure 1). Asperula hirsuta est abondante dans le Sud de la péninsule ibérique et I’ Afrique du
nord, & l'exception de I'Egypte. Cette espéce est trés commune dans le Tell Algérien et toutes les
régions montagneuses (Clamote, 2017).
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1.3. Classification
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 1. Aspect morphologique d’Asperula hirsuta.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Rubiales
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1.4. Intéréts thérapeutiques

Tres peu d'études ont été realisées dans le but d'évaluer les activiteés biologiques d’A. hirsuta.
Cependant plusieurs autres espéeces du genre Asperula ont été largement étudiées. Certaines
espeéces d’Asperula comme Asperula odorata est largement utilisé dans la médecine populaire
comme médicament sédatif a la névrose, la neurasthénie, hystérie, dépression, appliquée a une
éruption allergique. Elle est également utilisée pour la métrite et la colpite en homéopathie et ainsi
comme diurétique, sudorifique et agent cicatrisant, antimicrobien et antifongique (Sergeevna et
al., 2015 ; Yurchenko et Kovaleva, 2013).

1. ACTIVITE ANTIOXYDANTE

I1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydant ou stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre de la balance entre
les pro-oxydants et les antioxydants en faveur des premiers avec comme conséquence une
surproduction de radicaux libres entrainant de nombreux dégats irréversibles au niveau de la

cellule, conduisant a ’apparition des diverses maladies humaines (figure 2) (Baudin, 2020).

Balance oxydative

Potentiel antioxydant Radicaux libres et ROS
endogénes (respiration,
systéme immunitaire...) ou
exogénes (UV, radiations
ionisantes, meétaux...)

de l'organisme

Stress Oxydatrf

Enzymatique  (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase...) ou non (acide ascorbique, vitamine E, flavonoides,
Polyphénols...)

Figure 2. Représentation schématique de la théorie du stress oxydant (Gueye, 2019).

11.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomes ou molécules possédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur leur couche externe et capables d’une vie indépendante. Cette
caractéristique les rend instables. Par conséquent ils peuvent soit capter un ou plusieurs €électrons
(agissant alors comme un oxydant) ou en céder (se comportant comme un réducteur) pour se
stabiliser (figure 3) (Flieger et al., 2021).
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Electrons appariés / : Electron célibataire
CD =stabilité 0~ (= instabilité
7 N
‘ \ ; > \ ¢ :

Atome stable Perte d'un électron

Figure 3. Formation des radicaux libre (Ghouti et Halbigue, 2019).
11.2.1. Principaux radicaux libres
e L’anion superoxyde ("O2")
Le radical le plus fréquemment produit dans I’organisme, Il est chargé négativement et généré

par la réduction monovalente de 1’oxygeéne moléculaire, qui est réduit selon la réaction suivante

(Lacolley et al., 2007).

O2+e — ‘Oz~

e Le radical hydroxyle ("OH)

Ce radical se forme par la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H202) sous 1’action des

métaux de transition tels que le fer 11 (Fe?*) selon la réaction de Fenton (Tuo, 2015).

H202+ Fe?* > Fe¥ +°OH + OH"

e Le peroxyde d’hydrogéne (H2 O2) et ’oxygéne singulet (*Oz)

Deux molécules qui ne sont pas des radicaux libres proprement dits (non radicalaires). L’H202
a la capacité de traverser les membranes des cellules et des organites cellulaires. Le (*O2) est une

forme excitée d’oxygeéne, hautement oxydative (Hadi, 2004).

2°02-+ 2H* » H02+ 02
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e Le monoxyde d’azote (NO")

I1 se forme par 1’oxydation de I’un des atomes N-terminaux de la L- arginine. La réaction est

catalysée par le nitrique oxyde synthétase (NOS) (Tuo, 2015).

O2+Arginine + NADP *> NO-* + Cittrulline + H2.O+ NADP *

11.2.2. Principales sources de production des radicaux libres

A) Sources endogenes

Parmi les réactions enzymatiques, plusieurs sont considérées comme source principale des
especes réactives d’oxygene (ROS) incluant : NADPH oxydase, lipoxygénase et la xanthine
oxydase (enzyme dans le foie). La mitochondrie est un élément fondamental pour le
fonctionnement de la cellule, ¢’est au niveau de cet organite que s’effectue la respiration cellulaire.
La consommation de 1’oxygéne et les différentes réactions du transfert des électrons (énergie)
produisent en performance les ROS. Les ions métalliques présents dans I’organisme ex ; fer cuivre,
peuvent coopérer avec des especes moins réactives pour produire des radicaux hydroxyles (figure
4) (Poprac et al., 2017).

B) Sources exogenes

Les ROS sont également générées sous 1’effet de stress environnementaux comme la pollution,
la consommation d’alcool ou certains médicaments, 1’exposition prolongée au soleil, 1’effort

intense ainsi que le tabagisme (Kalam et al., 2015).
11.3. Oxydation des macromolécules

11.3.1. Oxydation des protéines

Les dommages oxydatifs induits sur les protéines par les radicaux libres peuvent conduire a des
modifications structurales (fragmentation, modification des acides aminés) et fonctionnelles (perte
d’activité enzymatique, altération du processus de protéolyse). Cette modification est un facteur
de risque de plusieurs maladies liées au vieillissement telles que la maladie d’Alzheimer, la

dégénérescence maculaire liée a I’age, la cataracte et la maladie de Parkinson (Bouziane, 2018).
11.3.2. Peroxydation lipidique

La peroxydation des lipides est considérée comme le processus d’oxydation des
macromolécules le plus dommageable connu pour tous les organismes vivants, elle est déclenchée

par les lipoxygénases (LOX) ou les especes réactives de I'oxygéne (Marok, 2014). La réaction
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incontrélée des ROS avec les lipides membranaires conduit & une génération innombrable de
radicaux libres produits dans une réaction en chaine, qui provoque la détérioration des membranes
(Kardeh et al., 2014).

11.3.3. Oxydation de ’ADN

Les modifications induites par des processus oxydatifs dans le matériel génétique
appartiennent a quatre catégories, modifications des bases, cassures simples ou doubles de la
chaine d’ADN et pontages avec des protéines. Ces 1ésions sont impliquées dans de nombreux
processus pathologiques (létalité cellulaire, mutagenése, cancérogenese) et aussi dans le
vieillissement cellulaire (Bouziane, 2018).

11.3.4. Oxydation des glucides

Les ROS peuvent notamment attaquer les polysaccharides. En présence des ions métalliques le
glucose peut s'oxyder provoquant la libération des cétoaldéhydes, le peroxyde d’hydrogene (H202)
et le radical OH qui peuvent entrainer la coupure des protéines ou leur glycation par attachement
du cétoaldéhyde. Ce phénomeéne de glycosoxydation est trés important chez les diabétiques et

contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).
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Figure 4. Origine des différents radicaux libres oxygéné et espéces réactives de I'oxygene
impliqués en biologie (Favier, 2003).



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

11.4. Pathologies liées au stress oxydant

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale de
radicaux. Le vieillissement s’accompagne d’une altération globale d’un ensemble de fonctions
physiologiques ainsi que d’une susceptibilité plus élevée face a différentes maladies comme
I’obésité, le diabéte, 1’athérosclérose, le vieillissement, le cancer, la cataracte, le sclérose latérale
amyotrophique, le syndrome de détresse respiratoire aigué, I’eedéme pulmonaire et 1’ Alzheimer
(Pincemail et al., 2002).

11.5. Antioxydants

Les antioxydants sont des composés (naturels ou synthétiques), qui permettent de ralentir le
phénoméne d’oxydation et protéger le systéme cellulaire contre les effets des processus

potentiellement nocifs qui causent I’oxydation excessive (Bouziane, 2018).
11.5.1. Classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en deux grands types selon leur source, ¢’est-a-dire les

antioxydants naturels et synthétiques.
11.5.1.1. Antioxydants naturels

Les antioxydants naturels sont soit synthétisés dans le corps humain par le métabolisme
d’autres sources naturelles, Ceci peut étre divisé en deux catégories, c-a-d, antioxydants

enzymatiques et antioxydant non enzymatique.
11.5.1.1.1. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont uniquement produits dans le corps humain et peuvent étre

subdivisés en antioxydants primaires et secondaires (figure 5).

A) Antioxydants primaires

e Superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation du
superoxyde en oxygene et peroxyde d'’hydrogéne. Ce dernier pourra étre pris en charge par des
enzymes a activité peroxydase. Il existe trois isoformes de SOD chez les mammiferes. Une forme
cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc, une forme mitochondriale associée au
manganeése et une forme extracellulaire. Pour cette raison, cette enzyme représente une partie

importante du systéeme de défense contre les radicaux libres (Valko et al., 2007).
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e Catalase

Cette enzyme est responsable de la détoxification du peroxyde d’hydrogeéne produit dans les
conditions physiologiques. Elle est localisée principalement dans les peroxysomes, mais aussi dans
les mitochondries et le cytoplasme (Chakraborty et al. 2009).

e Glutathion peroxydase (GPx)

Les glutathions peroxydases catalysent I’oxydation du peroxyde d’hydrogéne en oxygene et
en eau. Lors de cette réaction deux molécules de glutathion (GSH) sont oxydées en GSSG (Misra
et al.,2014).

B) Antioxydants secondaires

L’antioxydant secondaire comprenant la glutathion réductase (GR) et le glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PDH). Ce dernier génére du NADPH. Le GR est nécessaire pour recycler la
réduction du glutathion (GSH) a I’aide de I’enzyme secondaire GR et NADPH.

SOD CAT
0, —b(), —» H,0, —PH»()+‘*()»

GSH NADP*
'\K X | G6PD
GSSG NADPH

Figure 5. Principales étapes de la défense enzymatique contre les especes réactives (Kanoun, 2011).

11.5.1.1.2. Antioxydants non enzymatiques

Ce sont géneralement des micronutriments apportés par notre régime alimentaire. On peut

citer :

e Acide urique : Produit par la xanthine oxydase et participe aux défenses antioxydantes a
un taux de 60 % due a sa forte concentration et distribution, il interagit avec 10 a 15 % des
radicaux hydroxyles produit quotidiennement, et piége les radicaux peroxyles et I’oxygene
singulet, a des fortes concentrations il devient prooxydant (Boukerreche et Zellagui, 2019).

e Bilirubine : ¢’est un produit final du catabolisme hémique. Elle est considérée comme le

meilleur antioxydant contre la peroxydation des lipides (Misra et al., 2014).
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e Glutathion (GSH) : Le glutathion est un peptide contenant la cystéine. Il est synthétisé
dans les cellules a partir des constituants en acides aminés. Les propriétés antioxydantes
du glutathion sont dues a la présence de la fonction thiol dans son fragment cystéine
(Halliwell et Gutteridge, 2007).

e Acide ascorbique (vitamine C) : La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine
hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a I’oxygéne. C’est un antioxydant
puissant hydrosoluble, capable de piéger / neutraliser a des concentrations tres faibles les
espéces réactives de I'oxygene. Elle est un réducteur susceptible de limiter la peroxydation
lipidique et intervient dans la régénération des autres antioxydants tels que les a-tocophérol
(Boubekri, 2014).

e Vitamine E : C’est une vitamine liposoluble qui existe dans huit différentes formes et
possédent des propriétés antioxydantes. La fonction principale de la vitamine E est la
protection de la cellule contre la peroxydation lipidique.

e Lesoligoéléments : Ce sont les micronutriments tels que (Fe, Cu, Se, Zn), ils contribuent
au renforcement des systemes de défenses en tant que cofacteurs essentiels des systémes
antioxydants enzymatiques. (Tuo, 2015)

11.5.1.2. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont produits artificiellement ou synthétisés a 1’aide de diverses
techniques (Hamid et al., 2010). Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT),
et les esters de I'acide gallique sont des antioxydants synthétiques lipophiles. Le BHA et le BHT
sont les plus fréquemment utilisés. Ceux-ci sont principalement employés comme conservateurs,
a faible concentration, dans les produits cosmétiques et alimentaires afin de protéger les lipides du
rancissement. Néanmoins, leur utilisation reste controversée, les produits de dégradation du BHA
et du BHT étant suspectés d'étre cancérogénes. De plus, dans le domaine alimentaire, des réactions
d'hypersensibilité ont été recensées pour les gallates, le BHA et le BHT. Enfin, des réactions
allergiques (de type urticaire) ont été observées chez certains sujets sensibles au BHA et BHT. A
ce jour, aucun texte ne mentionne ni ne reglemente l'utilisation de tels antioxydants (Zerargui,
2018).

11.5.2. Antioxydants d’origine végétale

Plusieurs plantes utilisées en médecine traditionnelle sont douées de propriétés antioxydantes
remarquables. Les fruits et les [égumes contiennent une grande variété d’antioxydants comme la

vitamine C, la vitamine E, les caroténoides, les oligoéléments et surtout les polyphénols (Ferradji,

11
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2018). Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires. Ils sont trés largement
représentés dans le régne végétal et donc dans notre alimentation. Leur étude a été croissante ces
dernieres décennies en raison de leurs bienfaits sur la santé, notamment grace a leur pouvoir
antioxydant mais aussi dans la prévention ou le traitement de nombreuses pathologies comme les
cancers, les maladies cardiovasculaires ou dégénératives. Ils sont également utilisés en
agroalimentaire, en cosmétique ou dans I’industrie pharmaceutique comme additifs. Notre
comportement alimentaire joue un réle important dans la faculté de I’organisme a lutter contre les

effets néfastes du stress oxydant (Desmier, 2016).
I11. Activité analgésique

I11.1. Douleur

La douleur est une fonction vitale du systeme nerveux en fournissant au corps un
avertissement de blessure potentielle ou réelle (Reddi et al., 2013). L’association internationale
pour I’étude de la douleur (IASP) a défini la douleur comme « une expérience sensorielle et
émotionnelle désagréable associée a des dommages aux tissus réels ou potentiels, ou décrits en

termes de tels dommages (Das, 2015).
I11.2. Classifications de la douleur

La douleur est multimodale, on peut donc en distinguer plusieurs types et proposer différentes

classifications :
111.2.1. Douleur aigue et douleur chronique
On peut classer la douleur selon son évolution dans le temps :

A) Douleur aigué
La douleur aigué est un signal d’alarme pour 1’organisme. Elle est d’apparition brutale et
signale une lésion tissulaire résultant d’un traumatisme (rupture, brilure, distension...) qui est

généralement associée a un phénomeéne inflammatoire aigue (Abdi et al., 2020).
B) Douleur chronique

Une douleur chronique est une douleur qui a une durée d’évolution de plus de 3 mois. Elle
persiste et devient rebelle aux antalgiques usuels ; elle représente pour le patient I'essentiel de sa
maladie avec un fort retentissement psychologique et social (Laroche, 2014). La douleur chronique
n’est pas la conséquence exclusive et directe d’une 1ésion ou d’une inflammation mais résulte

d’une activité inapproprié¢e du systéme neurosensoriel (Abdi et al., 2020).
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111.2.2. Douleurs nociceptives, inflammatoires et neurogénes

D’un point de vue neurobiologique, il existe trois types de douleur qui différent selon leur

étiologie et leur mécanisme respectifs, mais qui peuvent coexister.
A) Douleur nociceptive

Les nocicepteurs sont les récepteurs sensoriels spécialisés responsables de la détection de
stimuli nocifs (désagréables). Distribué dans tout le corps (peau, viscéres, muscles, articulations,
méninges), ils peuvent étre stimulés par des moyens mecaniques, thermiques ou chimiques (Reddi
et al., 2013). Pour affiner la distinction entre la douleur nociceptive et la douleur neuropathique,
I’ Association internationale pour 1’étude de la douleur (IASP) a redéfini la douleur neuropathique
comme douleur découlant directement d’une 1ésion ou d’une maladie du systéme somatosensoriel
(Cesa et al., 2015).

B) Douleur neuropathique

L’TASP a défini la douleur neuropathique comme étant « Douleur causée par une lésion
primaire ou un dysfonctionnement du systéme nerveux » (Das, 2015). La douleur neuropathique
est causée par des dommages a nerfs du systeme nerveux central ou périphérique. Les dommages
peuvent étre causés par un nombre des mécanismes, y compris le traumatisme ou la chirurgie,

diabéte sucré, chimiothérapie, radiothérapie, ischémie, infection ou malignité (Reddi et al., 2013).
C) Douleur inflammatoire

La douleur inflammatoire est I'hypersensibilité spontanée a la douleur qui survient en réponse
a une lésion tissulaire et a une inflammation (p. ex., douleur postopératoire, traumatisme, arthrite)
(Firestein et al., 2012). La douleur inflammatoire est causée par des conditions associées a une
Iésion tissulaire directe (entrainant la libération du contenu intracellulaire des cellules lésées) ou
indirecte (suite a la libération de médiateurs inflammatoires a partir de cellules immunes). Au
cours de I’inflammation, les fibres afférentes sensorielles sont sensibilisées par des médiateurs
inflammatoires cellulaires et humoraux tels que la bradykinine (BK), 1’histamine, la sérotonine,

les cytokines, les interleukines, I’ATP et les eicosanoides (Myers et al., 2006).
111.3. Mécanisme et chemin de la douleur

Les stimulations thermiques et mécaniques activent directement les nocicepteurs. Les lesions
traumatiques, inflammatoires ou ischémiques vont provoquer la libération par les tissus lésés de
substances chimiques. Ces substances pourront, soit activer directement les nocicepteurs et sont
dites allogénes (bradykinines, ions potassium, hydrogene, oxyde nitrique, histamine et sérotonine)

soit sensibiliser les nocicepteurs a d'autres stimuli (Rabaud et al., 2013). Les prostaglandines et les
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leucotrienes, jouent un rdle de sensibilisateurs des nocicepteurs agissant sur d’autres substances
tel que les peptides impliqués dans la transmission du message douloureux. La substance P est la
plus connue comme neuropeptide (neurotransmetteur) et qui joue un réle primordial dans la
nociception et a une action vasodilatatrice. Il existe d'autres neuropeptides tel que le peptide
associe au gene de la calcitonine (CGRP) et la neurokine (Rabaud et al., 2013).

Le chemin de la douleur emprunte celui du réseau neuronal nociceptif, au travers de la moelle
épiniére et vers le cerveau (figure 6). La douleur est détectée par des récepteurs du nociception
qui transforment le stimulus en influx nerveux douloureux. L'information détectée par les
nocicepteurs est ensuite relayée par des fibres nerveuses qui arrivent au niveau de la moelle
épiniére par les racines dorsales puis a partir de la substance grise, le message électrique est
transmis par les synapses, a un deuxieme neurone qui est le neurone spinothalamique. Ce neurone
chemine dans la substance blanche de la moelle épiniére jusqu'au thalamus. L'influx nerveux
parvient au cerveau par le thalamus et le cortex cérébral, ou I'information est intégrée, ce qui

engendre la localisation de la douleur (Gaillard, 2014).
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Figure 6. Stimulation des nocicepteurs par les allogenes (Rabaud et al., 2013).
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111.4. Antalgiques

Les analgésiques sont des médicaments qui éliminent ou atténuent la sensation de douleur qui
accompagne de nombreux états pathologiques. Il est difficile d’énumérer toutes les situations dans
lesquelles il est nécessaire d’utiliser des analgésiques. Les situations comprennent, par exemple,
des douleurs musculaires et des maux de téte, pour lesquels on utilise habituellement des
analgesiques de type aspirine, et lorsqu’il n’y a aucune possibilité de devenir dépendant. La
douleur, plus intense durant et aprés I’intervention chirurgicale, est soulagée en utilisant des

analgésiques opioides, comme la morphine et la mépéridine (Rogar, 2008).

111.5. Mécanisme d’action des substances analgésiques

La douleur est une sensation indésirable, c’est pour cela on observe la présence d’une variété

assez importante des analgésiques dans le marché pharmaceutique.
A) Anti-inflammatoire non stéroidien drogues

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont parmi les médicaments les plus prescrits dans
I’inflammation et la douleur musculo-squelettique. Ce groupe de médicaments comprend les AINS
conventionnels et les inhibiteurs sélectifs de la cyclo-oxygénase COX-2 (Capriz et al., 2017). La
production de prostaglandine est catalysée par I’enzyme cyclooxygénase (COX), qui existe en
deux formes. COX-1 est la forme constitutive et se trouve dans de nombreux tissus. 1l a fonctions,
y compris la protection des muqueuses gastriques et la fonction plaquettaire. Inhibition de la COX
par des anti-inflammatoires non stéroidiens réduit la production de prostaglandine et, par
conséquent, réduit 1’activation et la sensibilisation des nocicepteurs et donc la douleur

inflammatoire (Reddi et al., 2013).
B) Paracétamol

Le paracétamol est un métabolite actif de la phénacétine. Il est de loin 1’antalgique le plus
utilisé a travers le monde. Il a une action analgésique et antipyrétique. Bien que découvert il y a
plus de 100 ans et utilisé intensément depuis environ 50 ans, son mécanisme d’action n’est pas
encore totalement élucidé. Il pourrait agir de différentes manieres : comme inhibiteur de la
synthése de prostaglandines, comme bloqueur de la synthése du monoxyde d’azote ou en
renforgant le systeme sérotoninergique par I’intermédiaire d’un récepteur endo-cannabinoide
(CB1) (Bourquin et al., 2008).
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C) Opioides

Les opioides réduisent la transmission de la douleur au corne dorsale en inhibant la libération
de neurotransmetteurs excitateurs. Ils agissent dans la matiere grise périaqueducale par
augmentation de [D’inhibition descendante. Les effets secondaires courants des opioides
comprennent : dépression respiratoire, constipation, nausées et sédation (Reddi et al., 2013).
L’effet pharmacologique des opioides passe par des récepteurs spécifiques distribués a travers le

systeme nerveux central et périphérique et dans le tractus gastrointestinal (Bourquin et al., 2008).
D) Anesthésie locale

Anesthésiques locaux (p. ex., bupivacaine et lidocaine) se lient de fagon réversible aux canaux
sodiques dans le neurone et prévient le sodium pendant la dépolarisation. Cela signifie ce seuil
potentiel n’est pas atteint et la propagation potentielle de 1’action est évitée. L anesthésie locale
agit sur les fibres motrices et autonomes, en plus des fibres sensorielles, et donc aussi causer une
faiblesse motrice et changements autonomes. Des concentrations plasmatiques élevées
d’anesthésiques locaux peuvent causer une toxicité grave pour le systeme nerveux central (SNC)

et le systéme cardiovasculaire (Reddi et al., 2013).
E) Antidépresseurs

Ce sont des médicaments appartiennent a une catégorie d'une importance considérable en
psychiatrie, ayant des propriétés psychotropes trés puissantes et dont la découverte et I'emploi sont
relativement récents. Leur entrée dans l'arsenal de la chimiothérapie a transformé le pronostic de
certaines affections psychiatriques (Donnat et Boumeuf, 2006). La plupart des antidépresseurs
possedent un effet, soit de provoquer une augmentation de la disponibilité synaptique des
neurotransmetteurs monoaminergiques suivants : la norépinéphrine (NE), la sérotonine (5-HT)
et/ou la dopamine (DA). Ces agents fonctionnent soit en inhibant la recapture des
neurotransmetteurs, soit en inhibant les enzymes responsables du catabolisme des
neurotransmetteurs, soit en enlevant le tonus inhibiteur exercé sur le relachement des

neurotransmetteurs ou sur 1’activité neuronale (Gardier, 2005).
F) Analgésie multimodale

L’analgésie multimodale (AMM) repose sur I’association de deux ou plusieurs produits ou
techniques analgésiques pour ameéliorer la qualité d’analgésie et/ou diminuer I’incidence de leurs
effets collatéraux. Ces produits ou techniques analgésiques agissent au niveau de sites d’action

différents et complémentaires, a 1’origine d’interactions additives voire synergiques (Perdreau et
Joudet, 2015).
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I11.6. Analgésiques d’origine végétale

En médecine traditionnelle, il y a toujours une recherche soigneuse de la cause. La douleur
étant avant considérée comme un symptéme, son traitement peut faire appel a une action curative
de la cause de la douleur ou a un antalgique. Il est donc important face a un tradithérapeute de
déterminer si le traitement soulage la douleur en elle-méme ou également la cause. La douleur est
donc une notion difficile a aborder avec un tradithérapeute. 1l faut souvent poser de multiples
questions sur les symptdmes généralement ressentis par les patients avant et apres le traitement
pour vérifier que le traitement agit bien contre la douleur uniquement. Cependant, de nombreuses
plantes sont utilisées traditionnellement pour soulager sélectivement les douleurs des patients
(Lalleman, 2014).
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MATERIELS ET METHODES

. Matériel

I.1. Matériel végétal

La plante Asperula hirsuta a été récoltée dans son habitat naturel dans la région de Beni
Ourtilane, au Nord-Ouest de Sétif, durant le mois de juin 2019. L'identification botanique de la
plante a été faite par Dr. Djamel Sarri, Faculté des Sciences, Université de M'sila. Les parties
aériennes de la plante ont été séchées a I'ombre et a température ambiante puis réduit en poudre et

stockée a I'abri de la lumiére en vue de leur analyse.
1.2. Matériel animal

Des souris Swiss albinos (NMRI) femelles, de poids variant entre 25 et 29 g ont été utilisées
dans cette étude. Ces animaux ont été procurés aupres de 1I’Institut Pasteur d’Alger. Des groupes
comportant 8 souris ont été héberges dans des cages de polypropylene a une température ambiante,
avec acces libre a I’eau et a une alimentation standard fournie par 1’Office National des Aliments

de Bétails (ONAB) de Béjaia. Les animaux sont adaptés pendant 7 jours avant leur utilisation.
1.3. Produits et réactifs

Les réactifs chimiques utilisés sont : acide acétique, acide ascorbique, acide chlorhydrique
(HCI), acide gallique, acide sulfurique (H2SOa), aspirine, carbonate de sodium (Na2CQ3s), chlorure
d'aluminium (AICIs), chlorure ferreux (FeClz), (FeCls), EDTA, ferrosine, sulfate du fer (FeSOa4),
hydroxyde de sodium (NaOH), quercétine, réactif de Folin-Ciocalteu, salicylate de sodium,
proviennent de Sigma-Aldrich (Allemagne). Les sels utilisés pour la préparation des tampons sont
obtenus aupres de Merck (Allemagne). Les solvants sont de garde analytique et proviennent de

Sigma (Allemagne).
I1. Méthodes

11.1. Préparation des extraits aqueux et méthanolique

Une quantité de 50g de poudre de la partie aériennes d’Asperula hirsuta est mise a une
macération dans 500 mL méthanol/eau (7 :3, V/V) sous agitation pendant 24h a température
ambiante. L’extrait obtenue est filtrée puis évapore sous pression réduite a sec (45°C) dans un
rotavapeur (Buchi Rota vapeur R-200). La solution obtenue est séchée pour obtenir une poudre
brun foncé qui est conservée a -32°C jusqu’a son utilisation. Cet extrait méthanolique est préparé
selon la méthode de Krimat et al. (2017).
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L'extrait aqueux d’Asperula hirsuta est preparé selon la méthode de kasmi et al. (2017). 50g
de la matiére végétale (poudre de la partie aériennes d'Asperula hirsuta) est mis a bouillir dans 500
mL d'eau distillée pendant 20 a 30 min. Apres filtration, 1’extrait récupéré et soumis a une
centrifugation. La solution obtenue est séchée pour obtenir une poudre brun foncé qui est

conservée a -32°C jusqu’a son utilisation.
11.2. Etude phytochimique

Pour investiguer la présence ou I’absence des principales familles des composés chimiques
dans les extraits etudies, on a utilisé des tests simples selon la méthode décrite par Sunil et al.
(2012).

e Mise en évidence des flavonoides

On ajoute quelques gouttes d'hydroxyde de sodium (NaOH) dilué a 1 mL d’extrait (4 mg/mL).
L’apparition d’une couleur jaune intense puis sa disparition a l'addition de quelques gouttes d'acide

chlorhydrigue (HCI) dilué indique la présence des flavonoides dans 1’extrait.
e Mise en évidence des tanins

Pour tester la présence des tannins, on met dans un tube a essai 1 mL d’extrait (concentration
4mg/mL) plus quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCls) 0.1%. La présence des tannins est

indiquée par la formation d'un précipité noir bleuatre ou noir verdatre.
e Mise en évidence des quinones

Dans un tube & essai on met 500 pL d'extrait de concentration 4 mg/mL et 500 pL d’acide
sulfurique concentré (H2SOas). L’apparition d’une coloration rouge indique la présence de

quinones.
e Mise en évidence des terpénoides

Un millilitre de chaque extrait (4mg/mL) est mélangé avec 0.5 mL de chloroforme. Puis, 0,75
mL d’acide sulfurique (H2SO4) sont ajoutés doucement. La formation d’un anneau brun rougeatre

a l'interface indique la présence des terpénoides.
e Mise en évidence des saponines

A 500 pL d’extrait (4mg/mL) sont ajoutés 3 mL d'eau distillée et agités vigoureusement
pendant 15 minutes. La formation d'une couche stable de mousse indique la présence des

saponines.
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e Mise en évidence des polyphénols

Deux millilitres d’extraits (4mg/mL) est mélangé avec une goutte de solution alcoolique de
chlorure ferrique a 2 %. L’obtention d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée,

indique une réaction positive (Tuo, 2015).
e Mise en évidence des protéines

Ce test est basé sur la réaction de la ninhydrine. Brievement, a 5 mL de chaque extrait
méthanolique et aqueux sont ajoutés 2 gouttes de ninhydrine 0.2%, le mélange est agité puis mis
a ebullition pendant 1 a 2 minutes. La formation d’une couleur bleue est indicative de la présence

des acides aminés, peptides ou protéines (Khan et al., 2011).
11.3. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits d’Asperula hirsuta est déterminé selon la méthode de
Delgado et al. (2019). Cette méthode est basée sur I'oxydation des phénols par le Folin-Ciocalteu.
En entraine un mélange de molybdene (MosO23) et I'oxydes bleus de tungsténe (WsOz23), lors de
I'oxydation des phénols. Apres 4 min de la version d'un volume de 100puL des solutions d'extraits
a différentes concentrations sont ajoutées a 500 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (10%) ; 400 pL
de Na2COs (7,5%) sont additionnés. L’ensemble est incubé pendant 1h30 min a I'obscurité et a
température ambiante, I'absorbance a été ensuite mesurée a 765nm. L’acide gallique (0-200pug/mL)
est le standard utilisé pour établir la courbe d'étalonnage a partir de laquelle la concentration des
phénols totaux est calculé. Le contenu phénolique total a été exprimés en pg équivalent d'acide

gallique par mg d'extrait (ug EAG/ mg d'extrait).
11.4. Dosage des flavonoides

Les flavonoides totaux ont été évalués a l'aide d'un test colorimétrique selon le protocole de
Makusa et Ningsih (2020). En effet les flavonoides possédent un groupement hydroxyle libre en
position 5 susceptible de donner, en présence de chlorure d'aluminium, un complexe jaunatre par
chélation de I'ion Al*3. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de
flavonoides présente dans I'extrait. Brievement, 1 mL de la solution d’AlCI3 (2%) est ajouté a 1
mL de la solution de I'extrait a différentes concentrations préparées dans le méthanol, le mélange
est agité puis incubé a l'obscurité et a température ambiante pendant 10 min. La lecture des
absorbantes est mesurée a 430 nm en utilisant un spectrométrie UV visible. La concentration des
flavonoides dans les extraits est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la
quercétine (0-20 ng/mL) et exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme

d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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11.5. Etude de P’activité antioxydante des extraits d’Asperula hirsuta

L’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits d’Asperula hirsuta est effectuée par deux

tests différents : piegeage du radical hydroxyle et la chélation de fer.
11.5.1. Piégeage du radical hydroxyle

L’activité de piégeage du radical hydroxyle des extraits est mesurée selon la méthode de
Sharma et al., (2013). Pratiqguement, 200 pL de différentes concentrations des extraits d’A. hirsuta
ou l'acide ascorbique (standard) sont ajoutés a 1 mL de FeSOs (1.5 mM) et 750 uL de H.O> (6
mM). Aprés 5 min d'incubation, 300 pL de salicylate de sodium (20 mM) sont additionnées au
milieu réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé réagir pendant 1 h a température ambiante,
et ’absorbance est mesurée a 562 nm. Le pourcentage de I’activité anti radicalaire est calculé selon

la formule suivante :

Activité anti radicalaire (%) =[1 - (A1 -A2) / Ao] x 100

Ao : absorbance du controle.
A1 : absorbance du test.
Az : absorbance du test (sans salicylate de sodium).

11.5.2. Chélation du fer ferreux

La capacité chélatrice des extraits méthanolique et aqueux a €té évaluée selon la méthode
décrite par Le et al.,, (2007). Un volume de 700 pL de solutions d’extraits a différentes
concentrations (5-200 pg) est mélangé avec 50 puL de FeClz (0.6 mM). Aprés 5 min d’incubation,
50 uL de ferrozine (5 mM) sont ajoutés au milieu réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé
réagir a température ambiante pendant 10 min, le temps nécessaire a la complexation du fer
résiduel et la formation d’un chromophore rouge (Fe(ll)-Ferrosine) ayant un maximum
d’absorption a 562 nm. L’EDTA est utilisé comme chélateur de référence. La lecture est effectuée

contre un blanc de méthanol.

L’activité chélatrice des extraits étudiés est exprimée en pourcentage et calculée selon

I’équation suivante :
Activité chélatrice (%) = [(Ac- At) /Ac] x 100

Ac : absorbance du contrdle a 562 nm.
At : Absorbance de I’échantillon a 562 nm.
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11.6. Etude de P’activité analgésique des extraits d’Asperula hirsuta

L’évaluation de 1’activité analgésique des extraits d’Asperula hirsuta est effectuee par le test

de contorsion dorso-abdominale (test de torsion).
11.6.1. Test de contorsion dorso-abdominale (Test de torsion)

L’activité antalgique vis a vis de la douleur provoquée par 1’acide acétique est évaluée selon
la méthode décrite par Koster et al. (1959). Les souris sont reparties en 16ts de 6 souris. Le premier
lot est utilisé comme témoin et recoit par voie orale du NaCl physiologique (10 mL/kg) et les
autres 10ts regoivent par voie orale une dose unique de 200 mg ou 100 mg/kg d’aspirine comme

référence (figure 7).

Figure 7. Prétraitement orale des souris.

Un volume de 10 mL/kg d’acide acétique a 0.6 % est ensuite injecté par voie intrapéritonéale
(figure 8). Le syndrome douloureux caractérisé par des mouvements d’étirement des pattes
postérieures et de torsions de la musculature dorso-abdominale a été suivi en comptant le nombre
de torsions pour chaque souris chaque 5 minutes au cours des 30 minutes aprés 1’injection de

I’acide acétique.

L’activité antalgique est exprimée en pourcentage d’inhibition de la douleur. La moyenne des
inhibitions des groupes traités par les extraits et ’aspirine a été comparée avec celle du groupe

témoin. Le pourcentage d’inhibition de la douleur est calculé selon la formule suivante :
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Inhibition (%) = (Mc — Mt/ Mc) x100

Mc : moyenne du nombre de contorsions des souris du 16t contrdle non traité.
Mt : moyenne du nombre de contorsion des souris du 16t traite.

Figure 8. Injection intrapéritonéale de I’acide acétique.

11.7. Analyses statistiques

Le logiciel utilisé pour I’étude statistique est Graph Pad Prism 9.3.1. Les résultats des tests
antioxydants effectués sont exprimés en moyenne + SD. Les valeurs des 1Cso sont calculées a partir
de la courbe [% inhibition = f(concentrations)]. Les résultats de test analgésique sont exprimés en
moyenne £ SEM. Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont
faites par le test ANOVA uni varié suivi du test de Tukey. Les différences sont considérées

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

|. Résultats

I.1. Rendements des extractions

Les extraits obtenus ont I’aspect d’une poudre fine de couleur brune foncé. Les rendements
d’extraction sont exprimés en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse initiale du
matériel végétal. La méthode de macération utilisée pour préparer I'extrait méthanolique a donné
un rendement de 20,07 % d’un poids total égale a 50 g de poudre de la partie aérienne de la plante.
La décoction utilisee pour préparer I'extrait aqueux a donné un rendement de 20,98% d’un poids

total égale a 50 g de poudre de la partie aérienne de la plante.
1.2. Etude phytochimique

Le screening phytochimique consiste a détecter les différentes familles de composés existent
dans la partie aérienne d’Asperula hirsuta par des réactions qualitatives de caractérisation. Ces
réactions sont basées sur des phénoménes de précipitations ou de colorations par des réactifs
specifiques a chaque famille de composé. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau
1. Les résultats des études phytochimiques effectuées sur les extraits d’Asperula hirsuta présentent
quelques métabolites secondaires (Tanins, Flavonoides, Polyphénols, Terpénoides, Saponines et

Quinones).

Tableau 1 : Résultat des tests phytochimique de quelques métabolites secondaires des extraits

d’Asperula hirsuta.

Groupes chimiques E.AqQ E.Met
Polyphénols ++ +
Flavonoides + +
Tanins ++ ++
Alcaloides - -
Quinones +++ ++
Saponines + ++
Terpenoide + +
Protéines - -

(-) Absent ; (+) présent ; (++) présent avec une concentration modérée ; (+++) présent avec une forte
concentration.
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1.3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

1.3.1. Dosage des polyphénols

On peut représenter la courbe d’étalonnage de ’acide gallique (figure 9) en prenant la

concentration (ug /mL) en fonction de I’absorbance, le coefficient de corrélation R? = 0,9939.

y =0,0089x - 0,0934
R2=0,9939

1,5 A

1,2 -

0,9 -

0,6 -

Absorbance a 765 nm

0,3 -

0 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Concentration (ug/mL)

Figure 9. Droite d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (y = 0,0089x - 0,0934). Les résultats sont
exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par un milligramme de I’extrait (ug
EAG/mg d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les quantités des

polyphénols totaux contenus dans les extraits aqueux et méthanolique (tableau 2).

Tableau 2 : Teneur en polyphénols totaux des extraits aqueux et méthanolique d’Asperula hirsuta.

Polyphénols E.Aq E.Met

(ug d’équivalent d’acide
107,65 + 2,07 145,93 + 8,14
gallique/ mg d’extrait)

Les valeurs representent la moyenne de 3 essais + SD.
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1.3.2. Dosage des flavonoides

On peut représenter la courbe d’étalonnage de la quercétine (figure 10) en prenant la

concentration (1g /mL) en fonction de ’absorbance, le coefficient de corrélation R?= 0,9961.

=
N
]

y = 0,0968x - 0,0489
R?=0,9961

Absorbance a 430 nm
o o o
N o oo =

o
N
1

0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentration (ug/mL)

Figure 10. Droite d’étalonnage de la quercétine.

Les concentrations des flavonoides sont calculées a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (y = 0,0968x - 0,0489). Les résultats sont exprimeés
en microgramme d’équivalent de quercétine par un milligramme de I’extrait (ug EAG/mg
d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les quantités des flavonoides

contenus dans les extraits aqueux et méthanolique (tableau 3).

Tableau 3 : Teneur en flavonoides des extraits aqueux et méthanolique d’Asperula hirsuta.

Flavonoides E.Aq E.Met

(ug d’équivalent de
9,86 + 0,32 15,72 + 0,34
quercétine/mg d’extrait)

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.

Les résultats de I'analyse colorimetrique des composés phénoliques montrent que l'extrait
méthanolique d’Asperula hirsuta est plus riche en polyphénols et en flavonoides que I'extrait

aqueux.
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1.4. Activité antioxydante des extraits d’Asperula hirsuta
1.4.1. Piégeage du radical hydroxyle

Les résultats obtenus montrent que les deux extraits d’Asperula hirsuta piegent le radical
hydroxyle d’une maniére concentration dépendante (figure 11). L extrait aqueux présente une ICso
de 232,58 + 2,66 ng/mL qui correspond a une capacité de piégeage plus efficace par rapport a celle
de I’acide ascorbique (1Cso= 305,45 * 8,85 pug/mL) suivie par I’extrait méthanolique (1Cs0=631,58
+ 21,28 ug/mL).

Acide ascorbique
100 -

B (o)) @
o (@) o
1 1 1

N
o
1

Activité antiradicalaire (%)

o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Concentration (mg/mL)

100 +

S (o2} e}
o o o
1 1 1

N
o
1

Activité antiradicalaire (%0)

0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentration (mg/ml)
Figure 11. Effet piegeur du radical hydroxyle par I’extrait aqueux (E. Aqg) et méthanolique

(E. Met) d'A. hirsuta et de 1’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais +
SD.
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1.4.2. Chélation de fer

Les effets chélateurs envers les ions ferreux des 2 extraits d’Asperula hirsuta sont
statistiquement significatifs (p < 0.01) et sont concentration dépendants (figure 13). A 250 ug/mL,
I’E.Aq a montré un effet chélateur plus important (97%) que celui obtenu par I’E. Met (86%).
L’EDTA utilisé comme chélateur de référence a exercé une chélation maximale de 88% a la

concentration de 14ug/ml. Le tableau 4 montre les valeurs d’ECsg obtenues avec I’E.Aq, I’E.Met
d’Asperula hirsuta et ’EDTA.
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B D [}
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Chélation (%0)

N
o
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Concentration (pg/ml)
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Figure 13. Activité chélatrice des extraits aqueux (E. Aq) et métanolique (E. Met) d’Asperula
hirsuta et de ’EDTA vis-a-vis du fer ferreux, exprimée en pourcentage de cheélation. Chaque

valeur représente la moyenne + SD.
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Tableau 4 : Les ECsodes extraits d’A. hirsuta et ’EDTA.

Echantillon E.AqQ
EDTA 7,62 +0,29
E.Met 180,86 + 5,72
E.Aq 76,39 + 5,87

1.5. Activité analgésique des extraits d’Asperula hirsuta

1.5.1. Test de contorsion dorso-abdominale (test de torsion)

Suite a I’injection intrapéritonéale d’acide acétique a 0,6 %, des mouvements d’étirement des
pattes postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale sont observés chez les souris
(figure 14).

Les résultats présentés dans la figure 15 montrent que 1’administration de 200 mg/kg des
extraits aqueux et méthanolique d’Asperula hirsuta et 100 mg/kg d’aspirine ont exercés un effet
protecteur vis-a-vis la douleur provoquée par 1’acide acétique. Le puissant effet inhibiteur des
contractions abdominales est enregistré avec I’E.Met (82%) suivi par 1’aspirine (65%) utilisé
comme standard. Ces effets sont meilleurs que celui de 200 mg/Kg de I’E.Aq (52%).

Figure 14. Mouvement d’étirement de la patte postérieur de la souris (A) et mouvement de

contorsion abdominale (B).
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Figure 15. Effet de I’extrait aqueux (E. AQ) et I’extrait méthanolique (E. Met) d’Asperula hirsuta
sur le nombre de contraction abdominale induit par 1’acide acétique. La douleur est induite par
injection intrapéritonéale de 100 pl d’acide acétique (0.6%). Une heure avant ’injection d’acide
acétique, les souris sont traitées par 200 mg/kg d’extraits ou 100 mg/kg d’aspirine. Les valeurs
sont la moyenne £ SEM (n = 6). ***: p < 0.001 ; **: p<0,01 ; *: p<0,05 vs témoin.
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1. DISCUSSION

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a occupé une place importante dans la
recherche biomédicale. Egalement une telle thérapie prévient 1’apparition des effets secondaires
observés lors de I’utilisation des médicaments de synthése chimique (Ghaouas, 2014). Les
composés phénoliques sont des molécules biologiqguement actives, ils sont utilisés comme
antioxydants et analgésiques (Bouziane, 2018). Dans la présente étude nous sommes intéressés a
la détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides ainsi que 1’évaluation de 1’activité

antioxydante et analgésique d’Asperula hirsuta.
I1.1. Preparation des extraits d’Asperula hirsuta

L’extraction des métabolites secondaires dépend de plusieurs parameétres, selon la fonction de
I’espece végétale, ’organe utilisé dans I’extraction, les conditions de séchage, la richesse de
chaque espéce en métabolites et de la nature du solvant utilisé dans 1’extraction ou le
fractionnement et de sa polarité (Daoudi et al., 2015). La plante utilisée pour 1’extraction a été
séchée a I’ombre. L’ objectif du séchage est d’obtenir un produit stabilis¢ dans 1’air et sans risque
de dégradation. Le séchage plante a I’ombre inhibe la fermentation bactérienne qui peut étre une
cause directe de cette dégradation, prévient les transformations chimiques telles que
I’isomérisation et protége la plante contre les radiations ultraviolettes de la lumiére solaire et pour
éviter la dégradation enzymatique de certains composants comme les flavonoides qui se dégradent
facilement en cas d’un matériel frais ou non séché (Bourkhiss et al., 2009). L utilisation de plantes
sous forme de poudre rend I’extraction plus efficace. Le broyage vise a diviser la matiére pour
augmenter la surface d‘échange entre le solide et le solvant d‘extraction et a faciliter 1‘extraction
de I“intérieur des tissus végétaux par cassure des tissus et des parois cellulaires (Amor et al., 2008).
Puisque chaque solvant est capable d’extraire des composés phytochimique qui ne peuvent étre
obtenus probablement que par I’utilisation de celui-ci, on a utilisé deux solvants de polarités
différentes afin d’extraire le maximum de constituants chimiques du plant, la premiere extraction
a été faite par un melange hydromeéthanolique pour obtenir initialement 1’extrait brut. L’extraction
par le méthanol et ’eau ainsi que leur mélange a différents ratios permettent une plus haute
récupération de composés phénoliques et 1’obtention des meilleures activités. La supeériorité des
solvants mixtes seraient dues a I’augmentation de la solubilité des composés phénoliques dans les
extraits obtenus par des solvants mixtes comparés a ceux obtenus par des solvants purs (Bourgou
et al., 2016). La deuxiéme extraction a été réalisée par I’ecau a température élevée. La chaleur
facilite 1‘extraction en perméabilisant les parois cellulaires par dénaturation. La gamme des hautes
températures usuelles, augmente la solubilité des matieres a extraire, elle augmente les coefficients

de diffusion, enfin, elle diminue la viscosité des solvants d‘extraction, ce qui facilite non seulement
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le passage du solvant a travers la masse de substrat solide, mais aussi les opérations ultérieures de
séparation. La limite supérieure de la température est imposée par le point d*ébullition du solvant,
par les risques de dégradation thermique du soluté et les risques d‘extraire des composés nuisibles
(Amor et al., 2008).

La localisation géographique de la plante, la saison de récolte, les conditions climatiques et
environnementales et la durée de conservation influencent également le rendement d’extraction
(Gheffour et al., 2015). En effet, Minareci et al. (2011) ont obtenu a partir des extraits metanolique
de cing espéces endémiques du genre Asperula originaire de Turquie un rendement varie entre
6.08 - 9.41 %. De plus, Abido (2013) a obtenu a partir de I’extrait aqueux de Gardenia ternifolia,
espéce de la méme famille d’Asperula hirusita, un rendement similaire de 23% contre 21% obtenu
dans cette étude.

11.2. Etude phytochimique

Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche des nouvelles substances a
activités biologiques constituent une des plus grandes préoccupations scientifiques. Cela n’est
abordable que par faire d’abord un appel a I’analyse phytochimique qui va permettre d’identifier
les différents groupes chimiques présents dans 1’extrait de plantes (Naceri merabti, 2018). La
caractérisation chimique des principes actifs de ces plantes a été réalisée par un screening
phytochimique basée sur des tests de coloration et de précipitation des composés organiques
présents dans les extraits vis-a-vis des réactifs spécifiques utilises. L’analyse phytochimique a
permis d’identifier les différents groupes chimiques présents dans les extraits d’Asperula
hirsuta (Tanins, flavonoides, polyphénols, Terpénoides, Saponines et Quinones). Ces tests
confirment la richesse de la plante en métabolites secondaires. Ces résultats sont comparables avec
d’autres qui indiquent que sept plantes de la famille Rubiaceae, appartenant aux genres Carphalea,
Anthospermum, Gaertnera, Pauridiantha et Razafimandimbisonia contiennent comme
métabolites secondaires majoritaires des composées phénoliques et des triterpénoides. Aucun des
échantillons étudiés n’a présenté de réactions positives sur les tests d’alcaloides (Rakotoarisoa et

al., 2016).
11.3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Le protocole d’extraction utilisé dans cette étude respecte les parameétres qui régissent les
extractions solide—liquide concernant I’extraction des polyphénols et des flavonoides qui sont :
I’augmentation de la température et le temps de contact du matériel végétal avec le solvant
d’extraction, ainsi que la diminution de la taille des particules afin d’augmenter le coefficient de

diffusion du solvant (Daoudi et al., 2015). Les meilleures méthodes de détermination des
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polyphénols et des flavonoides des extraits sont des méthodes colorimétriques ; le trichlorure
d’aluminium et le folin-Ciocalteu respectivement, car elles sont simples et reproductibles
(Khadher et al., 2017). Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique d'A. hirsuta est plus riche
en polyphénols et en flavonoides que 1’extrait aqueux. Cela est attribué probablement a la
différence de solubilité de ces composés dans le méthanol et 1’eau (Ali-Rachedi et al., 2018). De
plus, la solubilité des polyphénols dépend principalement du nombre de groupements hydroxyles,
de poids moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique de squelette de base (Mahmoudi et
al., 2013). Des études ultérieures ont montré que la famille des Rubiacées, est considérée comme
une source importante de composés phénoliques (Badiaga, 2011). En plus, 1’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.
11.4. Activité antioxydante

Les principales méthodes d'évaluation du potentiel antioxydant des plantes médicinales ont
été examinées et regroupées selon leurs principes. Le piégeage du radical hydroxyle est basé sur
la capacité des substances a piéger le radical hydroxyle et la chélation de fer qui est basée sur

I'inhibition de la formation du complexe Fe (I1)-Ferrosine (Medjoujda, 2014).
11.4.1. Piégeage du radical hydroxyle

L’activité antiradicalaire est trés importante due au r6le délétere des radicaux libres dans le
domaine alimentaire et dans les systemes biologiques (Gulcin et al., 2010). La méthode de
piégeage du radical hydroxyle a été utilisée pour évaluer la capacité de 1’extrait aqueux et
méthanolique d’Asperula hirsuta de piéger les radicaux libres. La capacité a piéger le radical
hydroxyle par les extraits des plantes est basée sur la réaction de Fenton en mesurant la génération
du radical HO" et son effet sur I’oxydation et la dégradation des molécules biologiques (Bouziane,
2018). Les résultats obtenus montrent que les deux extraits d’A.hirsuta présentent une forte
capacité de piéger le radical hydroxyle. Ce pouvoir antiradicalaire des deux extraits est
particulierement da a la présence des flavonoides, composés connus par leur capacité de pieger les
espéces radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene. En effet, Il a été prouvé que les
flavonoides présents en grandes quantités dans notre plante ont une bonne activité antiradicalaire

vis-a-vis du radical hydroxyle (Treml et Smejkal, 2016).
11.4.2. Chélation de fer

Parmi les espéces d’ions métalliques, les ions Fe?* sont les prooxydants les plus puissants a
cause de leur réactivité élevée. La chélation du fer ferreux par les extraits aqueux et méthanolique
d’Asperula hirsuta a été évaluée dans cette étude par la méthode de la ferrosine. Cette derniére
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forme un complexe avec les ions Fe?* libres. C’est la raison pour laquelle une diminution de
I’absorbance du complexe Fe?* -ferrosine indique la présence d’antioxydants chélateurs (Gulcin et
al 2010). De nombreuses études sur ’activité antioxydante d’extraits de plantes ont confirmé une
corrélation linéaire significative entre la teneur en composés phénoliques totaux et 1’activité
antioxydante (Yaici et al.,2019). Les valeurs des ECso obtenues (0.076 mg/mL et 0.18 mg/mL)
avec D’extrait aqueux et 1’extrait méthanolique respectivement indiquent que les deux extraits
possedent de trés fortes activités chélatrices. Dans la bibliographie consultée, aucune étude sur
I’activité chélatrice des extraits d’A. hirsuta n’a été réalisée. En outre, trés peu sont les travaux qui
se sont consacrés a I’étude de 1’effet chélateur des espéeces du méme genre de la méme famille d’A.
hirsuta. En effet, Etienne et al. (2020) ont trouvé que I’extrait aqueux et méthanolique de
Mitracarpus hirtus ont d’excellents effets chélateurs. Par ailleurs, Ramalingum et Mahomoodally,
(2014) ont montré que les extraits de Vangueria madagascariensis, connu par son potentiel
antioxydant, a exercé une bonne activité chélatrice.

11.5. Activité analgésique des extraits d’Asperula hirsuta

Le test utilisant I’acide acétique a été choisi pour chercher une éventuelle activité analgésique
périphérique de nos extraits. Cette méthode est trés sensible pour évaluer 1’effet analgésique d’un
produit. L’aspirine a été choisi comme produit de référence pour ce test grace a son action
analgésique périphérique en inhibant sélectivement I’enzyme cyclooxygénase COX-2. Ce dernier
déclenche la biosynthése de la prostaglandine. Ainsi cet analgésique diminue la production de
prostaglandine ce qui inhibe la transmission de I’influx douloureux et diminue la sensation de la
douleur. L’injection intrapéritonéale de 1’acide acétique chez la souris stimule la production de
prostaglandine dans la zone péritonéale. La sensibilisation des récepteurs nociceptifs par ce
médiateur chimique provoque un syndrome douloureux qui se traduit par les contractions
abdominales observées apres I’injection (Edina, 2016). Les résultats obtenus montrent que les
extraits d’A. hirsuta réduisent le nombre de ces réactions abdominales par rapport au témoin
négatif. Ceci suggére que les extraits empécheraient la formation des prostaglandines par
inhibition des cyclo-oxygénases. L’effet analgésique périphérique des extraits d’A.
hirsuta pourrait étre d0 aux flavonoides et aux tanins qu’il contient. En effet, les flavonoides et les
tannins sont connus pour étre des analgésiques. Des études antérieures ont montre les effets anti-
inflammatoire et analgésique des tanins, des flavonoides, des saponosides et des triterpénes
stéroides (Ouedraogo et al., 2012), ce qui suggere que I’effet de notre extrait pourrait étre di a sa
richesse en composes bioactifs, principalement les polyphénols et les flavonoides. De plus, les
résultats de Kouakou et al., (2010) montrent que I’extrait aqueux des feuilles de Mitracarpus
scaber Zucc (Rubiacées), une plante médicinale de Cote d’Ivoire, qu’il inhibe les crampes dues a

I’injection d’acide acétique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les plantes médicinales continuent toujours d’étre la provenance idéale des principes actifs,
ce qui explique leur exploitation accrue en industrie pharmaceutique. Les polyphénols sont les

composés végétaux les plus intéressants et les plus étudiés de nos jours.

Asperula hirsuta est une plante médicinale de la famille des Rubiaceae, espéce intéressante car
peu étudiée. Au cours des derniéres décennies, une attention particuliére a été accordée au

développement des plantes médicinales en tant que sources de substances bio actives naturelles.

Le présent travail avait pour but la recherche des métabolites secondaires, la détermination de
leur teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, étude phytochimique, ainsi que leur activité

antioxydante et antalgique correspondante.

Les dosages ont montré que 1’extrait méthanolique est plus riche en polyphénols totaux et en
flavonoides que I’extrait aqueux. L’analyse phytochimique a permis d’identifier les différents
groupes chimiques présents dans les extraits d’Asperula hirsuta (Tanins, flavonoides,

polyphénols, Terpénoides, Saponines et Quinones).

L’étude de I’activité antioxydante des extraits issus de 1’espéce Asperula hirsuta selon la
méthode de Chélation de fer et celle du Piégeage du radical hydroxyle (OH) montre que les deux
extraits possedent un effet antioxydant remarquable. Les deux extraits étudiés ont exercé une forte

activité chélatrice vis- a-vis du fer ferreux ainsi qu’a piéger le radical OH.

L’évaluation de I’ Activité analgésique des extraits de la plante d’Asperula hirsuta est effectuée
par le teste de contorsion dorso-abdominale (test de torsion) indique un effet trés importance

surtout dans le cas d’extrait méthanolique.

Des études plus poussées pour identifier et caractériser les composés actifs responsables des
différentes activités biologiques de cette plante par des méthodes plus efficaces seraient
essentielles. Ces extraits pourraient ainsi constituer une alternative a certains additifs synthétiques

pouvant étre exploités a différents niveaux (pharmaceutique, alimentaire, cosmétique, etc.)
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Abstract

The present study was designed to the identification of certain phytochemical compounds and the evaluation
of the antioxidant and analgesic properties of the aqueous (Ag.E) and the methanolic (Met.E) extracts of the aerial
part of Asperula hirsuta. The total polyphenols and flavonoids in both extracts were determined using the Folin-
Ciocalteu and aluminum trichloride methods, respectively. The results showed that the Met.E is the richest in
polyphenols and flavonoids with values of 145,93 + 15,72 ug AGE/mg extract and 107,65 + 9,86 ug QE/mg
extract, respectively. The antioxidant activity of Met.E and Aq.E was evaluated using the hydroxyl radical and
iron chelation tests. Results showed that both extracts exhibited a strong scavenging activity against hydroxyl
radicals with 1Cs values of 631,58 £ 21,29 pug/mL and 232,58 + 2,66 pug/mL, respectively. In addition, the Met.E
and Aq.E showed a good chelating activity with ECso values of 180,87 + 5,72 ng/mL and 76,39 + 5,87 pg/mL,
respectively. On the other hand, the treatment of mice with 200 mg/kg of Ag.E and Met.E inhibited the pain
induced by acetic acid with 52% and 82%, respectively. In conclusion, the obtained results showed that the
aqueous and methanolic extracts of Asperula hirsuta contain bioactive compounds with strong antioxidant activity
as well as interesting analgesic properties.

Keywords: Asperula hirsuta, antioxidant activity, analgesic activity, methanolic extract, aqueous extract.
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Résumé

La présente étude porte sur l'identification de certains composés phytochimiques et 1’évaluation des
propriétés antioxydants et analgésiques 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 145,93 +
15,72 ug EAG/mg d’extrait et 107,65 £ 9,86ug EQ/mg d’extrait respectivement. L’activité antioxydante a été
évaluée en utilisant le test de piégeage du radical hydroxyle et la chélation de fer. Les résultats montrent que
I’E.Met et I’E.Aq possédent une forte activité antiradicalaire vis-a-vis du radical hydroxyle avec des ICso de
631,58 £+ 21,29 pg/mL et 232,58 + 2,66 ug/mL, respectivement. De méme, une bonne activité chélatrice a été
obtenue par les deux extraits avec des ECso de 180,87 £ 5,72 pg/mL et 76,39 + 5,87 ug/mL, respectivement. Le
prétraitement par voie orale des souris par I’E.Met ou I’E.Aq a 200 mg/kg inhibe de fagon significative la douleur
induite par ’acide acétique avec un pourcentage de 82% et 52%, respectivement. En conclusion, nos résultats
montrent que les extraits aqueux et méthanolique d’Asperula hirsuta contient des composés bioactifs d’une forte
activité antioxydant ainsi que des propriétés analgésiques intéressantes.

Mots clés : Asperula hirsuta, activité antioxydant, activité analgésique, extrait méthanolique, extrait aqueux.



