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Résumeé

Devant les effets indésirables parfois séveres associés aux anti-inflammatoires
conventionnels, I’exploration de solutions thérapeutiques d’origine végétale suscite un
intérét croissant. C’est dans cette perspective qu’Echium confusum, appartenant a la
famille des Boraginaceae, a été retenu pour une investigation approfondie de ses
propriétés pharmacologiques. Cette étude vise a évaluer, a travers une double
approche in vitro et in vivo, I’activité anti-inflammatoire et anti-cedémateuse de
I’extrait terpénique des racines de cette plante, en s’appuyant sur des analyses

biochimiques rigoureuses et des modeles expérimentaux validés.

Des dosages spectrophotométriques ont été réalisés sur les composés phénoliques
(polyphénols, flavonoides, tanins condensés et terpénoides) contenus dans 1’extrait
hydro-acéto-méthanolique des racines et de la partie aérienne d’Echium confusum.
Les résultats ont mis en évidence une richesse notable en composés phénoliques dans
les racines, avec des concentrations importantes en polyphénols (29,19 mg EAG/g
MS), flavonoides (85,21 mg EC/g MS), tanins condensés (0,055 mg EC/g MS) et
terpénoides (59,333 mg EL/g MS). La partie aérienne présentait également des
teneurs élevées en polyphénols (30 mg EAG/g MS) et en flavonoides (87,84 mg EC/g

MS), mais des quantités plus faibles de tanins condensés et de terpénoides.

Par ailleurs, le test de cytotoxicité a révélé un effet inhibiteur maximal de 1’hémolyse
avec |’extrait phénolique des racines, 68% d’inhibition a une concentration de 0,0156

mg/ml, avec un effet minimal de 1,71% a une concentration faible de 0,25mg/ml.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire a été conduite in vitro par inhibition de la
dénaturation thermique des protéines, Selon les données recueillies et présentées dans
le tableau 6, il est observé que I'IC50 de l'extrait de 1' E. confusum est de 0,72 mg/ml,
ce qui est significativement plus élevé que celui du Diclofénac qui est de 0,10 mg/ml.
Il peut étre conclu que l'extrait terpénique utilis€¢ présente une faible activité anti-

inflammatoire par rapport au Diclofénac



Puis in vive a I’aide du mode¢le d’cedéme plantaire induit par la carraghénane chez les
rats Wistar. Les résultats in vivo ont confirmé 1’efficacité anti-inflammatoire des
terpénoides extraits des racines, avec une réduction de 37,20 % du volume des pattes

cedémateuses a une dose de 100 mg/kg.

En conclusion, les résultats de cette étude mettent en évidence 1’effet anti-
inflammatoire notable des racines d’Echium confusum, principalement li¢ a la
présence de terpénoides, des composés naturels identifiés parmi ses métabolites
secondaires. Ces résultats confirment I’intérét des plantes médicinales comme
alternative prometteuse aux traitements classiques pour soulager les maladies

inflammatoires.

Mots clés : Echium confusum, Terpénoides, Anti-inflammatoire, Rats Wistar,

carragénine, inflammation.



Abstract

Given the sometimes-severe side effects associated with conventional anti-
inflammatory drugs, the exploration of plant-based therapeutic alternatives has
garnered increasing scientific interest. In this context, Echium confusum, a member of
the Boraginaceaec family, was selected for an in-depth investigation of its
pharmacological properties. This study aims to evaluate, through a dual in vitro and in
vivo approach, the anti-inflammatory and anti-edematous activity of its root extract,

relying on rigorous biochemical analyses and validated experimental models.

Spectrophotometric assays were carried out to quantify phenolic compounds
(polyphenols, flavonoids, condensed tannins, and terpenoids) present in the
hydroacétométhanolique extract of Echium confusum roots and aerial parts. The
results revealed a noteworthy abundance of phenolic compounds in the roots, with
significant concentrations of polyphenols (29.19 mg GAE/g DM), flavonoids (85.21
mg QE/g DM), condensed tannins (0.055 mg CE/g DM), and terpenoids (59.333 mg
LE/g DM). The aerial parts also showed high levels of polyphenols (30 mg GAE/g
DM) and flavonoids (87.84 mg QE/g DM), but lower amounts of condensed tannins

and terpenoids.

In addition, the cytotoxicity study demonstrated that the phenolic extract obtained
from the roots exhibited a significant inhibitory effect on hemolysis, reaching a
maximum inhibition of 68% at a concentration of 0.0156 mg/ml. Conversely, the
extract showed minimal effect at a lower concentration of 0.25 mg/ml, with only

1.71% inhibition observed.

The anti-inflammatory activity was assessed in vitro by inhibiting thermal protein
denaturation, based on the data collected and presented in Table 6, it is observed that the
IC50 of the E. confusum extract is 0.72 mg/ml, which is significantly higher than that of
Diclofenac, at 0.10 mg/ml. It can be concluded that the terpenic extract used exhibits a
lower anti-inflammatory activity compared to Diclofenacand in vivo using the carrageenan-
induced paw edema model in Wistar rats. The in vivo results confirmed the anti-
inflammatory efficacy of root-derived terpenoids, with a 37.20% reduction in paw edema

volume at a dose of 100 mg/kg.

Vi



In conclusion, the findings of this study highlight the notable anti-inflammatory effect
of Echium confusum roots, mainly attributed to the presence of terpenoids natural
compounds identified among its secondary metabolites. These results support the
therapeutic potential of medicinal plants as promising alternatives to conventional

treatments for managing inflammatory diseases.

Keywords: Echium confusum, Terpenoids, Anti-inflammatory, Wistar rats, Carrageenan,

Inflammation.
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Introduction générale

Les affections inflammatoires figurent parmi les principales préoccupations de santé
publique a 1’échelle mondiale, engendrant une charge croissante sur les systémes de
soins et des colts sanitaires significatifs (Prakash., 2017).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent une classe thérapeutique
largement prescrite pour leurs propriétés analgésiques, antipyrétiques et
antiinflammatoires, notamment dans le traitement des affections rhumatismales
(Geffroy et Friocourt., 2018).

Toutefois, leur usage prolongé est associ¢ a une incidence accrue d’effets indésirables,
parmi le squels figurent les complications gastro-intestinales (ulcéres, hémorragies),
les atteintes hépatiques, 1’insuffisance rénale, ainsi qu’un risque majoré d’événements
cardiovasculaires (Ouédraogo et al., 2012).

Cette problématique est particulierement préoccupante chez les sujets agés, chez qui
la prévalence des affections douloureuses chroniques justifie un recours fréquent aux
AINS, que ce soit par prescription médicale ou dans le cadre de I’automédication
(Geffroy et Friocourt., 2018).

Dans ce contexte, 1’exploration des ressources naturelles, en particulier des plantes
médicinales, s’impose comme une stratégie alternative prometteuse en vue de
développer des agents anti-inflammatoires efficaces, tout en minimisant les effets
indésirables associés aux traitements conventionnels (Chebaibi ez al., 2011).

Depuis des siecles, les plantes médicinales sont employées comme remédes dans le
traitement des affections humaines, en raison de leurs propriétés thérapeutiques
reconnues. Riches en composés bioactifs, elles offrent un potentiel considérable pour
la prise en charge de diverses pathologies et peuvent, dans certains cas, constituer une
alternative crédible aux médicaments de synthese (Rguez et al., 2023).

L’intérét scientifique s’est ainsi porté sur les constituants phytochimiques majeurs tels
que les alcaloides, les composés phénoliques, les glycosides, les tanins et les
terpénoides, en raison de leurs multiples effets pharmacologiques potentiels (Vikrant,
et Arya., 2011).

Parmi eux, les terpénoides se distinguent par la diversité¢ et la richesse de leurs

propriétés biologiques. Présents en abondance dans les plantes médicinales, ils



Introduction générale

comptent parmi les métabolites secondaires les plus étudiés en raison de leur
implication dans de nombreuses approches thérapeutiques. Au fil du temps, les
recherches se sont orientées plus spécifiquement vers 1’exploration de leur potentiel
anti-inflammatoire (Del Prado-Audelo ez al., 2021).

Ces travaux ont permis de mettre en évidence leur capacité a moduler plusieurs
mécanismes biologiques impliqués dans la cascade inflammatoire, démontrant ainsi
leur efficacité dans la régulation de cette réponse complexe (Devi et al., 2024).

La famille des Boraginaceae, grace a sa variété d'applications traditionnelles dans
différents domaines comme l'alimentation, les boissons, les composants aromatiques,
les parfums, ainsi que les produits de beauté et médicinaux, a suscité 'intérét depuis
longtemps. Ce large éventail d'applications a progressivement capté 1'intérét de la
communauté scientifique, surtout en raison de l'existence de composés bioactifs
spécifiques ayant des vertus thérapeutiques encourageantes (Chrzanowska et
al.,2024).

La présente recherche s'inscrit dans ce contexte, avec pour but principal 1'évaluation
des activités biologiques d’Echium confusum, une plante médicinale de cette famille.
Peu explorée jusqu'a présent, elle offre néanmoins un potentiel intéressant sur les

plans pharmacologique et thérapeutique. Ainsi, nous avons procédé comme suit:

v" Dosage des métabolites secondaires présents dans I’extrait brut hydro-
acé¢tométhanolique, notamment les polyphénols, les flavonoides, les tanins et les
terpénoides.

Poursuite du travail par I’extraction spécifique des terpénoides.
Enfin, évaluation des propriétés biologiques de I’extrait terpénique d’Echium
confusum, a travers I’étude de son activité anti-inflammatoire (in vitro et in vivo),

ainsi que de son activité anti-hémolytique.
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Chapitre 01 I’inflammation

1. P’inflammation:
1.1 Définition de ’inflammation:

L'inflammation est une réaction essentielle du systtme immunitaire inné de
l'organisme en réponse a des facteurs infectieux ou non infectieux. Ce processus se
déclenche rapidement et fonctionne de manicre globale, sans distinction spécifique

des agents pathogeénes (Hannoodee et Nasuruddin., 2024).

Les réactions inflammatoires découlent d'une série complexe d'interactions entre des
agents pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Ce mécanisme est essentiel pour
préserver 1'équilibre homéostatique des systémes immunitaire et tissulaire (Megha et

al., 2021).

Divers facteurs peuvent initier une réponse inflammatoire, notamment les infections
bactériennes, virales ou fongiques, ainsi que les altérations tissulaires et les
dysfonctionnements immunitaires liés aux maladies auto-immunes. Une fois
déclenchée, cette réponse immunitaire provoque une série de manifestations

physiologiques caractéristiques (Hannoodee et Nasuruddin., 2024).

Tout d'abord, 1'accroissement du débit sanguin provoque une dilatation des vaisseaux,
ce qui entraine des rougeurs et une ¢élévation de la température locale. Puis,
l'augmentation de la perméabilité vasculaire favorise 1'exsudation plasmatique, ce qui
entraine une accumulation de liquide et, par conséquent, un gonflement des tissus
touchés. En méme temps, la libération de substances chimiques stimulantes active les
terminaisons nerveuses, entrainant une sensation douloureuse et la perte de fonction
résulte de l'interaction de plusieurs facteurs. Ces signes peuvent étre détectés lors
d'une inflammation aigué€ a la surface, mais ils ne sont pas tous nécessairement
visibles lors d'une inflammation profonde, surtout au sein des organes internes

(Hannoodee et Nasuruddin., 2024).

Par la suite, en fonction du temps de réaction a l'agression, on identifie trois types

d'inflammation :
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A. L'inflammation aigué, qui se manifeste instantanément apres une blessure et

tend a s'estomper en principe en quelques jours.

B. La phase subaigué de l'inflammation, qui se trouve entre les phases aigués

et chroniques, peut durer de 2 a 6 semaines.

C. L'inflammation chronique, qui peut persister pendant des mois, voire des
années, lorsque l'inflammation aigué ne parvient pas a se résorber (Pahwa et al.,

2023).
1.2 Les types d’inflammation (aigué et chronique) :
1.2.1. Inflammation aigue :

L'inflammation aigué€ est une réponse immédiate a un agent hostile, de courte durée et
généralement violente, caractérisée par des phénoménes vasculo-exsudatifs intenses.
Elle se manifeste principalement par quatre symptomes : l'eedéme, la douleur, la
chaleur et l'érythéme. En général, les inflammations aigués ont tendance a guérir
d'elles-mémes ou avec un traitement appropri€, mais peuvent parfois entrainer une
défaillance fonctionnelle locale en fonction de la gravité de la 1ésion (Serhan et al.,

2010 ; Mallem et Gognyé., 2014).
L’inflammation aigué progresse a travers trois phases consécutives et interlignées :
a. La phase vasculaire:

Elle débute par une bréve vasoconstriction déclenchée par le systéme sympathique, et
est rapidement ressentie comme douloureuse. Cette douleur est attribuée a la
libération d’histamine, de sérotonine, de prostaglandines et de quinine. Cela entraine
une excitabilité accrue des terminaisons nerveuses qui accentue la douleur (Bony.,

2010).

La vasoconstriction initiale céde place a une vasodilatation des vaisseaux sanguins, ce
qui provoque une augmentation de la viscosité et une ¢élévation de la perméabilité

vasculaire, facilitant ainsi 1’afflux des cellules vers le site inflammatoire. Suit ensuite
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la diapédese qui se produit apres que les cellules se Sont fixées a la paroi endothéliale

des vaisseaux sanguins (Hajjaj., 2017).
b. La phase céllulaire:

Elle se référe a I’arrivée des leucocytes au site de I’inflammation. Elle commence avec
les polynucléaires neutrophiles, qui sont progressivement substitués par des cellules
mononuclées, principalement des macrophages. La libération des enzymes
hydrolytiques par les polynucléaires et la capacité des macrophages a phagocyter

contribuent a I’élimination de I’agent infectieux (Hajjaj., 2017).
c. La phase de résolution:

I1 s'agit de la phase d'élimination du pathogéne, des neutrophiles morts et des produits
de dégradation tissulaire, contribuant ainsi au rétablissement de I'équilibre
homéostatique. Les macrophages sécrétent alors des cytokines (IL-4 et IL-10), des
fibroblastes et des médiateurs qui stimulent la cicatrisation et la régénération

tissulaire, processus souvent associés a la douleur (Carip., 2010 ; Mebirouk., 2017).
1.2.2. Inflammation chronique :

Si un facteur inflammatoire persiste en raison de sa résistance a la destruction
métabolique ou d’une défaillance du systeme immunitaire qui devient incapable
d’éliminer le microbe, la réaction inflammatoire évolue vers une pathologie
chronique. L’inflammation persistante peut durer de plusieurs semaines ou mois, voire

tout au long de la vie de I’individu (Fauve et Hevin 1998 ; Delves et al., 2008).
2. Les médiateurs cellulaires et solubles de I’inflammation :

Le processus inflammatoire déclenche une variété de molécules connues sous le nom

de médiateurs inflammatoires.
2.1. Médiateurs solubles :

o Les cytokines: Les cytokines sont des molécules protéiques de faible masse

moléculaire qui font partie des messagers solubles. Plusieurs cellules du systéme
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immunitaire, notamment les macrophages et les mastocytes, sont responsables de

leur production en réponse a différents stimuli (Diallo., 2019). Elles englobent

plusieurs types de molécules, comme les interleukines pro et anti-inflammatoire,

les chimiokines et les facteurs de croissance exemple : TGF-f ...etc. Qui sont

classées en superfamilles en fonction de leur structure plutot que de leur

provenance génétique (Kany et al., 2019).

Le tableau suivant montre les différents roles des médiateurs inflammatoires :

Tableau 1.

Les différents roles des médiateurs inflammatoires

Médiateurs

Définition

Roles principaux

TNF-o (Tumor
Necrosis Factor alpha)

Le TNF-o (Tumor Necrosis Factor
alpha) est une protéine soluble non
glycosylée, synthétisée par différentes
sortes de cellules immunitaires.

(Youssef ez Hadiji.,2016).

e Modulation de I’inflammation

e Défense immunitaire

e Régulation métabolique

e Remodelage osseux (Descamps-
Latscha, et Witko-Sarsat., 1996).

IL-1 (Interleukine-1)

Cytokine pro-inflammatoire majeure,
produite principalement par les
monocytes, les fibroblastes et les
macrophages des tissus. (Megha et

al., 2021).

e Recrutement des cellules immunitaires
e Induction de la fiévre
e Amplification de la réponse

inflammatoire (Megha et al., 2021).
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IL-6 (Interleukine-6)

Cytokine clé régulant I’inflammation
et la réponse immunitaire, produite
par les cellules immunitaires et
stromales

(Noack et Kolopp-Sarda.,2018).

Différenciation des lymphocytes T
Régulation de la production de cytokines
Contribution a I’efficacité immunitaire
(Noack et Kolopp-Sarda., 2018).

IL-10 (Cytokine | Est une cytokine anti-inflammatoire Restriction de la sécrétion des cytokines
) clé, produite par plusieurs cellules pro inflammatoires.
Synthesis- . . . ) ) e s
immunitaires. Elle régule Régulation de l'activité des cellules mon
Inhibitory Factor) I’inflammation aigué€ et chronique, macrophagiques.
limitant les réactions excessives pour Réduction de la cytotoxicité
préserver  I’équilibre  immunitaire Diminution la libération de médiateurs
(Hutchins et al., 2013). inflammatoires (Ponvert., 1997).
La bradykinine Peptide vasoactif naturel formé lors
des Processus inflammatoires Augmente la perméabilité vasculaire.
(Turcotte et Lougheed., 2011). P . .
rovoque une vasodilatation dans
certaines arteres et veines.
Régule la contraction et la relaxation
musculaire (Golias et al., 2007).
Chimiokines Petites protéines appartenant a la

famille des cytokines

Participent a la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins.

Facilitent le déplacement des cellules
souches vers les tissus nécessitant une
réparation.

Participent a la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins (Rostene., 2011).
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2.2. Médiateurs cellulaires : Les différents médiateurs cellulaire sont regroupés dans

le tableau 2.

Tableau 2. Les différents médiateurs cellulaires.

Cellules Définition Roles principaux
Les lymphocytes | Cellules immunitaires dérivées du e Reconnaissance des antigénes assurant
T thymus:, impliquées dans  I"immunit¢ I’identification et la distinction des corps
cellulaire.
étrangers.
e Neutralisation des cellules cancéreuses et
¢limination des greffons non compatibles
(Danowski., 1991).
Macrophages e Production des
médiateuresdesprostagland
monocytes complément.
e Produisent des  superoxydes (O[J[])
et  hydroxydes (OH[J)  Phagocytose
(Danowski., 1991).
Neutrophiles Les neutrophiles, ou granulocytes e Libération de cytokines pro-inflammatoires.
| h 1¢ai P 1 . . . .
polymorphonucléaires (PMNs), sont les e Destruction des micro-de radicaux libres
globules blancs les plus abondants dans
la circulation sanguine (Shafqat et (ROS) organismes par la production
al.,2023). (Selders et al., 2017).

3.Les anti-inflammatoires:

3.1. Les anti-inflammatoires Stéroidiens (AIS) :

Les glucocorticoides, ou AIS, sont des composés synthétiques dérivés des hormones

naturelles telles que la cortisone et le cortisol. Ces médicaments sont de puissants anti-

inflammatoires dotés également de qualités immunosuppressives et antiallergiques.
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Leur effet anti-inflammatoire découle principalement de leur capacité a modérer la
Surexpression des genes pro-inflammatoires qui codent pour les cytokines, les
chimiokines, les molécules d’adhésion cellulaire, les enzymes inflammatoires et les
récepteurs, contribuant ainsi a atténuer le processus inflammatoire et a restaurer

I’homéostasie (Cruz-Topete et Cidlowski., 2015).

Ces corticoides constituent la thérapie la plus performante employée pour les
pathologies inflammatoires chroniques comme 1’arthrite rhumatoide et les maladies

auto-immunes (Payne et Adcock., 2001).

Des études examinant des alternatives aux stéroides conventionnels pour diminuer les
effets indésirables. Par exemple, les « nitro-stéroides », qui libeérent de I’oxyde
nitrique (NO), ont démontré une activité anti-inflammatoire augmentée et une

diminution de la toxicité dans des modéles animaux (Doggrell., 2005).

En outre, des recherches concernant les esters de stéroides-21-oate ont mis en
évidence une importante activité anti-inflammatoire locale dans des modeles

d’inflammation aigu€¢ (Heiman et al., 1989).
3.2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) empéchent une enzyme membranaire,
la cyclo-oxygénase (COX), responsable de la conversion de I’acide arachidonique en

prostaglandines (PG) (Nicolas et al., 2001 ; Ding, 2002 ; Lioté, 2011).

Chez I’homme, on distingue deux types de COX : la COX1 et la COX2. Ces deux
enzymes sont inhibées simultanément par les anti-inflammatoires, entrainant d’une
part une réduction de I’inflammation, mais d’une autre part des effets secondaires au
niveau gastro-intestinal (comme [Dirritation ou [’ulcération de la muqueuse
gastrointestinale). Cela abouti a I’élaboration de molécules présentant moins d’effets
secondaires, en ne bloquant que la COX-2 liée a I’inflammation et en préservant la
production des PG protecteurs de 1’estomac par la COX-1. On retrouve
principalement le célécoxib et le rofécoxib parmi ces inhibiteurs sélectifs de la COX2,

appelés coxibs (Ding, 2002 ; Muster, 2005).
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3.3 Les anti-inflammatoires d’origine végétale :

Les produits naturels et leurs dérivés présentent une diversité structurale remarquable,
largement supérieure a celle des composés synthétiques. Ainsi, parmi les 1184
nouvelles substances chimiques découvertes entre 1981 et 2006, prés de 60 % sont
issues directement ou indirectement de ressources naturelles, mettant en évidence leur
importance cruciale dans I’ouverture de nouvelles voies thérapeutiques. Les plantes
ont toujours ¢été au cceur de nombreuses traditions médicales. Par exemple, I’écorce de
saule, employée depuis 1’ Antiquité pour ses vertus anti douleurs et antipyrétiques, a
men¢é a I’invention de 1’aspirine, remede anti-inflammatoire novateur lancé en 1899.
Actuellement, cette abondance naturelle demeure une source d’inspiration pour la
recherche en pharmacie, particuliecrement dans le champ des maladies inflammatoires.
Autrefois utilisées comme traitements directs tels que teintures, tisanes, cataplasmes,
les préparations traditionnelles servent maintenant de fondement essentiel pour la
découverte et ’amélioration de composés bioactifs. Des recherches récentes de grande
envergure ont pour objectif d’examiner des aspects spécifiques de I’inflammation, en
se concentrant sur des composants tels que les enzymes lipoxygénases, la voie de
L’acide arachidonique, 1’oxyde nitrique, ainsi que des médiateurs comme NF-KB,
TNF-a, les cytokines et les chimiokines. Ils étudient méme des catégories particuliéres
de molécules telles que les polyphénols. Cette stratégie spécifique cherche a élaborer
des options thérapeutiques performantes et plus acceptables que quelques traitements

traditionnels (Gautam, amp et Jachak, 2009).
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Les plantes synthétisent une grande diversité de composés secondaires exploités dans
divers domaines scientifiques et industriels. En plus de leur role fondamental dans la
pharmacologie moderne, ces substances présentent des propriétés biologiques
précieuses qui favorisent la sant¢ humaine. Leur utilisation s’étend également aux
secteurs du parfum, de 1’agrochimie et des cosmétiques, ou elles sont valorisées pour
leurs caractéristiques spécifiques (Yanqun et al., 2020). De plus Leur classification
repose sur leur voie de biosynthese,

regroupant notamment les composés

phénoliques, les terpénoides et les alcaloides (Figurel) (Crozier et al., 2006).

Métabolites secondaires J
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Figure 1 : Classification et structure de quelques métabolites secondaires
(Muanda.,2010).

1. Les Composés phénoliques:

Les polyphénols constituent un groupe de micro-nutriments que 1'on retrouve dans
notre régime alimentaire, principalement issus du regne végétal. Ces composés se
distinguent par leur structure chimique, qui posséde un noyau aromatique substitué

par une ou plusieurs hydroxyles (—OH), ce qui leur confére des propriétés bioactives
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importantes, notamment des effets antioxydants et protecteurs pour la santé.

(Bennetau-Pelissero, 2014). Parmi ces composés on retrouvent:

1.1. Les flavonoides : Les flavonoides forment une vaste classe de composés
phénoliques d’origine naturelle, regroupant plus de 4500 représentants
identifiés a ce jour. Ils sont répartis dans divers tissus végétaux et sont

souvent stockés dans les vacuoles (Tiwari et Rana., 2015).

Leur structure se compose de 15 atomes de carbone, organisés en deux cycles
aromatiques reliés par une chaine de trois atomes, leur conférant une grande diversité

fonctionnelle et biologique (Figure 2) (Ahmed et al., 2017).

Figure 2 : Structure de base des flavonoides (Medi—Saric et al., 2004).

1.2. Les tanins:

Les tanins constituent un groupe hétérogene de polymeéres polyphénoliques aux
structures et poids moléculaires variables. Ils sont synthétisés par les plantes a la fois

pour assurer des fonctions physiologiques essentielles (Piluzza ef al., 2014).

A I’origine, le terme « tanin » faisait référence aux extraits végétaux connus pour leur
astringence, avant que leur structure chimique ne soit précis€ément caractérisée. Ces
composés se distinguent par leur capacité a interagir avec diverses molécules, telles
que les protéines, les pigments et les ions métalliques, tout en exercant une action

antioxydante essentielle (Okuda et Ito., 2011).
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1.3. Les terpénoides :

Les plantes produisent des hydrocarbures volatils biogéniques, appelés terpénoides ou
isoprénoides. Ces composés peuvent adopter une structure cyclique ou acyclique et
sont principalement constitués de carbone et d'hydrogeéne, avec parfois la présence
d'oxygene. Selon leur organisation moléculaire, ils se répartissent en trois catégories :
les hémiterpénoides (5 atomes de carbone, tels que 1'isopréne), les monoterpénoides
(10 atomes de carbone, comme le limonéne) et les sesquiterpénoides (15 atomes de
carbone, a I’exemple du B-caryophylléne) (Figure 3). La diversité chimique des
terpénoides joue un rdéle fondamental dans la réponse des plantes aux stress

environnementaux ainsi que dans leurs interactions écologiques (Ormeiio et

Z

on

Fernandez., 2012).
Hemiterpenoids Monoterpenoids
.. ,OH 1 CH, CH
| C 1\7 [ N, Y
7 oH OH Y7 en,
= | | x™ L™K
Isoprene Mpyrcene Linalool Menthol Thymol Eucalyptel Camphor
Sesquiterpenoids Sesquiterpenoid lactones
e
N s RO T
| Sl R AL
N /"‘\,‘ i
p-franesene o-humulene Zingiberene Caryophyllene Parthenolide Artemisinin
Diterpenoids Triterpenoids Tetraterpenoids
Cholesterol Zeaxanthin

Figure 3 : Exemples de différentes classes des terpénoides (Abdallah,2017)
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2. Leffet des métabolites secondaires sur 1’obésité :

L'obésité est une maladie multifactorielle qui découle d'interactions complexes entre des
facteurs génétiques, environnementaux et comportementaux (Rodriguez-Pérez et

al.,2019).
Elle est principalement causée par un déséquilibre persistant entre l'apport de calories et la
consommation d'énergie, souvent accentu¢ par une prédisposition génétique existante

combinée a un style de vie peu actif (Romo Vaquero et al., 2013).

La gestion du surpoids et de 1'obésité s'appuie essentiellement sur la mise en place d'un
style de vie sain, qui comprend I'amélioration des pratiques alimentaires et I'accroissement
de l'activité physique. Cependant, face a la lenteur des résultats observés, beaucoup
d'individus optent pour des solutions médicamenteuses afin de hativement maigrir

(Urbatzka et al., 2018).

Bien que les thérapies médicamenteuses pour 1'obésité soient souvent efficaces a court
terme, elles sont régulierement liées a des effets indésirables tels que des problémes

cardiométaboliques, de 1'anxiété ou encore des signes dépressifs (Despres, 2009).

Cela souligne I'intérét de développer des agents naturels anti-obésité¢, mieux tolérés et

dotés d’une efficacité thérapeutique accrue.

Les composés secondaires issus des végétaux, tels que les polyphénols, flavonoides,
terpénoides et alcaloides, ont fréquemment été associés a des effets bénéfiques dans la lutte
contre l'obésité. On retrouve ces composés bioactifs, tels que la curcumine, les
anthocyanines et la nobilétine extraites des écorces d'agrumes, dans une multitude de
plantes comestibles. Ils s'attaquent a des voies métaboliques qui interviennent dans la
gestion du poids corporel (Bhardwaj et al., 2021).

Leurs mécanismes d’action incluent I’inhibition d’enzymes digestives clés, telles que 1’a-
amylase, les a-glucosidases et les lipases intestinales, contribuant ainsi a une réduction de

I’absorption énergétique (Nyambe-Silavwe et al., 2015).
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De plus, ces substances ont un impact sur l'axe hormonal régulateur de la prise
alimentaire en ajustant la sécrétion et l'action de l'insuline, de la leptine et de la
ghréline. Ces effets de synergie contribuent a réduire la consommation alimentaire et
a stimuler les voies métaboliques associées a

2010).

la dépense énergétique (Singla et al.,
Aussi, les terpénoides constituent I'un des principaux groupes de métabolites
secondaires issus des plantes médicinales, reconnus pour la variété de leurs activités
pharmacologiques. De nombreuses recherches ont confirmé leur efficacité pour
réduire les symptomes de l'inflammation en intervenant a diverses phases du

processus inflammatoire (Figure4) (D evietal.,2024).
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Figure 4 : Types, caractéristiques et sources des terpénoides issus des plantes

meédicinales (Devi et al., 2024).
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1. La famille des borraginacées :

La famille des Borraginacées (clade des Eu-astérides I ; systtme APG IV, 2019 ;
famille des bourraches ou myosotis) est représentée par environ 148 genres et plus de
2 500 especes (annuelles, bisannuelles, vivaces, et plus rarement des arbres, des
arbustes ou des lianes). Les tiges et les feuilles de ces espéces végétales sont
recouvertes de denses trichomes (glanduleux et non glanduleux). Les taxons
Boraginaceae sont utilisés (en usage interne et externe) en médecine traditionnelle
depuis plus de 2 000 ans, principalement dans les régions ou ils sont naturellement
présents et couramment disponibles. Actuellement, leurs propriétés ethno
pharmacologiques ont été prouvées par des analyses chimiques, et l'intérét pour ces
especes s'est accru en raison de leur teneur en molécules biologiquement actives
capables de moduler le fonctionnement et I'état de 1'organisme humain et d'améliorer
l'apparence de la peau. L'effet thérapeutique est principalement li¢ a des composés
biologiquement actifs, tels que les acides gras, les huiles essentielles, les acides
phénoliques, les flavonoides, les anthocyanes, les tanins, les naphto-quinones, les
saponines, l'allantoine, les mucilages, les alcaloides pyrrolizidiniques et la silice
(dioxyde de silicium) isolés des matieres premicres végétales de Boraginaceae. De
nombreuses études cliniques ont démontré les effets bénéfiques des extraits de
Boraginaceae pour soulager l'inflammation ou les symptomes de diverses affections
(gastro-intestinales, polyarthrite rhumatoide, dermatite atopique, eczéma, psoriasis)

(Chrzanowska et al., 2024).
2.Classification d’ Echium confusum : Classification d’Echium confusum. (Echium
Sabulicola Pomel) selon le systeme APG IV (2016). Est présentée dans le tableau 03 Ci-

dessous.
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Tableau 03 : Classification d’Echium confusum (APG 1V., 2016).

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Asteridae

Ordre Boraginales

Famille Boraginaceae

Genre Echium

Espéce Echium sabulicola Pomel (confusum)

3.Description botanique:

Echium confusum. (Tlemcen Adjaija Nedroma 2025).

Cette plante vivace se distingue par une tige ramifiée provenant de la souche, dont les
branches, qu'elles soient verticales ou horizontales, portent des inflorescences florales

groupées en paires. La plante est couverte d'une couche de poils dressés, fins et
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tuberculeux, dont les dimensions varient considérablement, conférant parfois a la
plante une apparence bicolore. Les feuilles inférieures, de forme oblongue et
spatulée, se transforment en un long pétiole étroit avec une extrémité trés émoussée
(occasionnellement presque aigué), recouvertes de poils couchés a tubercules assez
importants, aplatis en plusieurs couches de cellules blanches. D'autre part, les feuilles
supérieures et les bractées, qui prennent une forme lancéolée ou linéaire, sont acérées,
non embrassantes et couvertes de poils tuberculeux. Les fleurs, quasiment sessiles,
présentent un calice de 7 a 10 mm aux divisions en forme de lance, pointues et a taille
presque uniforme, couvert d'un double indument dont 1'un est fortement tuberculeux.
Elles ont une corolle de 15 a 17 mm qui passe d'une couleur initiale rougeatre

(souvent marquée de veines rouges et violettes) a un bleu-violet (Coincy., 1900).

4. Distribution géographie d’Echium confusum:

On trouve E. confusum en grande quantité sur les littoraux d'Espagne,
particulierement a Carthagéne et Almérie ; il s'étend méme partiellement vers
l'intérieur du pays. On le rencontre également aux Baléares, en Corse, en Sardaigne
(Moris, dans Herb. Boiss.) ; ainsi qu'en Sicile (Guss., dans Herb. Boiss., Huet du
Pav., dans Herb. Boiss.), en Algérie (Reuter), et sans doute ailleurs aussi. Les
spécimens du Maroc que j'ai observés sous l'appellation maritimum doivent
probablement lui étre généralement attribués, méme si j'ai trouvé qu'ils semblaient

légerement anormaux (Coincy., 1900).

5. La toxicité de certaines plantes médicinales :

Depuis les temps anciens, I'Homme utilise les plantes pour répondre a divers besoins,
y compris la nutrition et les soins de santé. A I'heure actuelle, la nature demeure une
source plus stire de composés médicaux. Pres de 40 % des médicaments disponibles
aujourd'hui sont des dérivés directs ou indirects de précurseurs naturels provenant de

plantes (Sohail ez al.,2011).

22



Chapitre 03 Présentation de la plante étudiée

Selon (Garba et al., 2007), en Afrique, un grand nombre de personnes continuent de
se fier aux plantes médicinales pour traiter les maladies.

D'apres 1'0Organisation mondiale de la sant¢ (OMS. 2008), pres de 80% des Africains
continuent de recourir a la médecine traditionnelle pour leurs soins de santé

primaires.

Cependant, dans la plupart des situations, I'usage de plantes médicinales se fait sans
aucune précaution. Néanmoins, la sécurité ou l'innocuité figure parmi les criteres
essentiels a considérer avant l'utilisation de produits a base de plantes. A I'encontre de
la notion répandue que les plantes médicinales sont généralement peu toxiques et
s'accordent mieux avec le corps humain (Upadhyay et al., 2011), leur utilisation peut
entrainer une toxicité aigué ou chronique. Cependant, les praticiens de la santé
alternative et les guérisseurs ne sont pas toujours au fait de cette toxicité. Dans la
majorit¢ des situations, 1ils utilisent les plantes médicinales sans aucune

préoccupation.

Toutefois, certaines plantes peuvent induire des intoxications séveres, en particulier

celles renfermant des alcaloides Pyrrolizidiniques (AP) (Kandé et Koné., 2017).
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Dans le cadre de la valorisation des plantes de 1’Ouest Algérien, nous nous sommes intéressés
a I’étude des activités biologiques des feuilles et des racines d’ Echium confusum (Photo 1)
appartenant a la famille des Borraginacées. Le travail a été effectué au sein du laboratoire de

recherches « Produits naturels "LA PRONA" ».

Photo 1: Echium confusum. (Tlemcen Adjaija Nedroma 2025).
1. Sélection et traitement du matériel végétal :
Dans ce travail nous avons étudi¢ les racines et les feuilles d' Echium confusum, collectés
dans la région d'Adjaija Nedroma (Wilaya de Tlemcen, Algérie) durant le mois de février

2025 (Figure 5).
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Figure S : Zone géographique de récolte d’Echium confusum (Tlemcen 2025).
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Apres la collecte, la partie aérienne et les racines d'E. confusum ont été séchés a température
ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant dix jours. Cette étape permet une évaporation
progressive de l'eau tout en préservant les propriétés bioactives des composés existants
(photos 2,3,4 et 5). Une fois séchées, elles sont soigneusement broyées pour obtenir une

poudre homogene qui simplifie les prochaines étapes expérimentales.

Photo 3 : Poudre des racines d’Echium

Photo 2 : Les racines séchées d’Echium confusum.
confusum. (Tlemcen, 2025).

(Tlemcen, 2025).

Photo4 : Partie aérienne d’Echium Photo5 : La poudre de la patie aérienne

confusum. (Tlemcen,2025). d’Echium confusum. (Tlemcen,2025)
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Expériences in vitro

1. Préparation des extraits bruts des feuilles et des racines :
Un échantillon de 2 g a été soumis a une macération dans 40 ml de trois solvants
d'extraction distincts : acétone, méthanol et eau, avec un ratio respectif de 14 :14 :12. La
solution obtenue a été soumise a une agitation continue pendant deux heures afin de
favoriser l'extraction des composés cibles. Par la suite, le mélange a été centrifugé afin de
récupérer le surnageant. Une seconde extraction a ensuite été réalisée en utilisant 40 ml du
méme solvant, suivie d'une nouvelle centrifugation pour isoler le deuxiéme surnageant
(surnageant b). Les deux surnageants (a+b) ont été réunis et évaporés avec un rota vapeur

a température réduite de 40 a 45°C, jusqu’a ¢limination de la phase organique. Les résidus

1. Macération:
« 2 g d’échantillon + 40 ml de mélange de solvants
(acétone : méthanol : eau = 14 :14 :12)

« Agitation continues pendant 2 h

2- Centrifugation :
(6000 tours/min (20 min))

— récupération du surnageant a.

3. Seconde extraction :
« Ajout de 40 ml du méme solvant

« Agitation + centrifugation
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4. Réunion des surnageants

Mélange des surnageants (a + b).

[ \\

S. Evaporation:
« Evaporation sous rota-vapeur a 40- 6. Récupération :
45 °C jusqu’a élimination de la phase 3ml Méthanol

organique

obtenus ont été récupérés dans 3ml de méthanol (Figure 6) (Jimoh et al., 2010).

Figure 6 : Protocole d’extraction des polyphénols (Jimoh e al., 2010).
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Photo 6: Etape d’agitation. (Tlemcen, 2025).

Photo 7 : Extraits phénoliques des parties aériennes et racinaires d’ Echium confusum
(Tlemcen, 2025).

2.Dosage des composés phénoliques

2.1 Dosage des polyphénols :

Selon Singleton et Rossi, 1965 ; I'évaluation de la teneur totale en phénols dans les extraits a
été effectuée par spectrophotométrie en utilisant la méthode du réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
réactif est composé d'acide phosphotungstique (HIIPWIILOM[) et d'acide
phosphomolybdique (HIJPMo[1[JO[1[]) et présente une couleur jaune naturelle. Lorsque les
phénols s'oxydent, une réaction de réduction se produit, produisant un mélange d'oxydes
bleus de tungsténe et de molybdéne. La couleur ainsi produite, dont I'absorption est mesurée a
760 nm, est directement proportionnelle a la quantit¢ de phénols présente dans l'extrait
végétal.

-Mode opératoire:

* Combiner 100 pl de chaque extrait avec 2000 pl de solution de carbonate de
sodium (NalJCO[] a 2%).

* Incuber a température ambiante pendant 5 minutes.

* Incorporer 100 ul du réactif Folin-Ciocalteu a 1N.

* Le mélange a été laissé a incuber pendant 30 minutes dans l'obscurité et a

température ambiante.
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* Lecture a 760 nm pour évaluer l'absorbance par rapport a un échantillon de
référence.
Nous avons effectué¢ une courbe de calibration (y = a.x + b) simultanément dans des
conditions identiques, en utilisant diverses concentrations d'acide gallique.
- Expression des résultats
Les teneurs en polyphénols de I’extrait sont exprimées en milligramme équivalent d’acide
gallique par gramme de matiere séche (mg EAG/g MS).
2.2 Dosage des Flavonoides :
D’aprés Djeridane et al., 2006, La quantification des flavonoides s'effectue grace a la
technique du réactif de chlorure d'aluminium, ce dernier créant un complexe jaune avec les
groupements hydroxyles présents dans les flavonoides.
- Mode opératoire:
* Ajouter 250 pl de I'extrait a 1000 pl d'eau distillée et 75ul du réactif (NaNO[J a 15
%). Incubez le mélange pendant 6 minutes a température ambiante, puis ajoutez 75l
du réactif chlorure aluminium A1C1 7] a une concentration de 10%.
* Apreés 6 min, ajouter 1000 pl d’hydroxyde de sodium NaOH (4%), ajouter100 pl
d’eau distillée.
* Incubez le mélange a température ambiante, a l'abri de la lumiére, pendant 30
minutes.
* Lecture de l'absorbance en comparaison avec un échantillon blanc a 510nm.
Une courbe d'é¢talonnage (y=a.x + b) a été ¢€laborée simultanément dans les mémes
conditions de fonctionnement, en utilisant la catéchine a diverses concentrations comme
référence.
- Expression des résultats:
Les teneurs en flavonoides des extraits ont €té exprimées en milligramme équivalent de
Catéchine par gramme de matiere séche (mg EC/g MS).
2.3 Dosage des tanins condensés :
Les tanins condensés subissent une dépolymérisation sous l'effet de 1'acide sulfurique, se
transformant en anthocyanidols rouges en réagissant avec la vanilline, ce qui permet de les

quantifier par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 500 nm (Sun et al., 1998). Par
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conséquent, la méthode de quantification des tanins repose sur la réaction avec la vanilline en
milieu acide (Julkunen-Titto, 1985).
- Mode opératoire
* On ajoute 50 pl de Il'extrait phénolique a 1500 ul de la préparation de
vanilline/méthanol (4%, m/v).
* Agiter le mélange en utilisant un vortex.
*  On incorpore 750 pl d'acide chlorhydrique concentré (HCI) et on laisse le mélange
réagir a température ambiante pendant une vingtaine de minutes.
» L'absorbance est évaluée en comparaison a un échantillon de référence a la longueur
d'onde de 550 nm.
Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme standard a différentes concentrations.
2.4. Dosage des terpénoides :
La quantit¢ globale de terpénoides présente dans les extraits d’Echium Confusum (partie
aérienne et racines) a été mesurée en suivant la technique de (Ghorai et al., 2012).
* Ajout du chloroforme : Pour chaque millilitre d'extraits, incorporation de 2 ml de
chloroforme.
» Agiter : Mélanger soigneusement a I’aide d’un vortex
* Repos : Le mélange est laissé au repos pendant 3 minutes.
* Ajout de l'acide sulfurique : 200 pl d'acide sulfurique concentré (HIISO[]) sont
ajoutés au mélange.
* Incubation : Le mélange est incubé a température ambiante pendant 1,5 a 2 heures,
dans l'obscurité.
» Décantation du surnageant : Retrait du surnageant sans perturber le précipité.
* Ajout du méthanol : Incorporation de 3 ml de méthanol absolu.
* Dissolution : agiter jusqu'a dissolution compléte du précipité dans le méthanol.
* Mesure l'absorbance : Lecture a 538 nm avec un spectrophotomeétre visible (V730

UV-Vis Spectrophotometre, Jasco, USA).
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La TTC des extraits a été¢ calculée en mg de linalol par gramme d'extrait (poids sec, MS).

L'équation de la courbe standard était : Y = 0,0036x — 0,001, avec R* = 0,9927.

3.Mode d’extraction appliqué aux racines de la plante Echium confusum :

Extraction des terpénoides par Soxhlet des racines (extraction a chaud) :

Dans cette étude, une extraction par Soxhlet (photo 8) a été effectuée pendant six heures afin
d'optimiser la récupération des terpénoides présents dans les racines. Une cartouche contenant
25 g de poudre de racine a été utilisée, tandis qu'un mélange de 200 ml d'hexane et 200 ml
d'acétone a servi de phase d'extraction. Suite a cette phase, les solvants ont été ¢liminés par un
rotavap (évaporateur rotatif), et I'extrait brut obtenu a été recueilli grace a 1'éthanol. Cette
approche vise a maximiser l'efficacité de l'extraction tout en préservant l'intégrité des

principes actifs (Hammoudi et al., 2023).

Photos 8 : Extraction des racines par Soxhlet (Tlemcen, 2025).

Extraction a froid par macération (hexane/acétone) :

On a effectué une macération pendant 10 jours en employant 25 g de poudre de racines,
immergés dans un mélange de 125 ml d'acétone et 125 ml d'hexane, dans un flacon
hermétiquement fermé. Suite a cette phase, les solvants ont été éliminés par un rotavap
(évaporateur rotatif), et I'extrait brut obtenu a été recueilli grace a I'é¢thanol (Hammoudi ez

al., 2023).
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4.Activité hémolitique :

L’activité hémolytique désigne la capacité d’un extrait ou d’'une molécule a induire la lyse
des globules rouges, provoquant la libération de I’hémoglobine. Ce phénomene résulte
généralement d’une altération de la membrane cellulaire, due & des composes bioactifs
comme les phénols.

Ce test est utilisé in vitro pour évaluer la toxicit¢ membranaire d’extraits naturels. Une
activité hémolytique faible suggere une bonne biocompatibilité, tandis qu’une activité élevée
peut signaler une cytotoxicité non spécifique.

Dans le cadre des études sur les plantes médicinales, ce test est essentiel pour apprécier la
sécurité d’utilisation thérapeutique des extraits

5.Evaluation de I’activité anti-hémolytique :

L’évaluation de I’activité anti-hémolytique, in vitro, des extraits terpéniques a été effectué par
la méthode de stabilisation membranaire des globules rouges.

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits a empécher I’hémolyse des
globules rouges (GRh), induite par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de
I’hémoglobine. Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al., 1989 ;
Oyedapo et al., 2010).

- Echantillon de sang humain:

Des échantillons de sang frais (environ 8 ml) ont été récupérés dans des tubes héparinés, au
niveau du laboratoire, ou la prise de sang a ¢été effectuée, sur des volontaires sains (20-40
ans).

- Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRh) :

Les différents échantillons de sang humain récupérés sont centrifugés a 3000 rpm, pendant 10
min, afin d’éliminer le plasma et les cellules polynucléaires. Ensuite, le culot de globules
rouges est lavé trois fois, avec un volume équitable de solution iso saline. Apres cette étape,
le surnageant est remplacé par un méme volume d’une solution tampon phosphate saline

(PBS 4 0.9%) et utilis¢é immédiatement.

- Mode opératoire:

e Solubilisation de ’HE : L’HE est dissoute dans du DMSO.
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* Préparation du mélange : Ajout de 1,5 ml de tampon phosphate PBS (0,9% NaCl, pH
=17,4) et 2 ml d'une solution hypo-saline (0,36% NaCl) a 0,5 ml des différentes
concentrations de HE (18.75, 37.5, 75, 150 et 300 ug/ml).

*  Premiére incubation : A 37°C pendant 20 min.

* Ajout de la suspension érythrocytaire : Incorporation de 0,5 ml de suspension
érythrocytaire a 10 % préparée dans du PBS (molarité 10[1* M, pH = 7,4).

+  Deuxiéme incubation : A 56°C pendant 60 min.

* Refroidissement : Les tubes sont refroidis dans I'eau courante apres I’incubation.

* Centrifugation : Les échantillons sont centrifugés a 2500 tours/min pendant 10 min.

* Lecture des densité optiques (DO) : Mesure a 54 avec un spectrophotometre.

* Controle de I’hémolyse totale : Un contréle contenant 2 ml de suspension
érythrocytaire est incubé avec 2 ml de PBS et 2 ml de NaCl pour représenter 100 %
d’hémolyse.

« Standard utilisé : L’acide ascorbique (18,75 - 300 ul/ml) est testé¢ dans les mémes
conditions.

* Répétition des essais : Trois essais sont réalisés pour chaque concentration afin de
confirmer les résultats

Expression des résultats : Le pourcentage de stabilit¢ membranaire a été estimé a partir de la

formule suivante

% I = (Ac-At/Ac) x100.

Ou:
%] : Pourcentage d’inhibition de ’hémolyse Ac :
Absorbance de controle.

At : Absorbance de test

6. Evaluation de Dactivité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la dénaturation

thermique des protéines (Albumine sérique bovine BSA) :
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Principe :

L'activité anti-inflammatoire in vitro des extraits synergiques éthanoliques et aqueux a été
évalué en utilisant la méthode d'inhibition de la dénaturation des protéines. Un des facteurs
reconnus de l'inflammation est la dénaturation des protéines, susceptible de provoquer
différentes maladies inflammatoires. L'arrét de cette dénaturation par des extraits végétaux est
donc percu comme un signe sir de leur capacité antiinflammatoire (Habibur et al., 2015 ;
Osman et al., 2016).

L'objectif est de prévenir la dénaturation du BSA, qui se réalise a une température de 72°C,
grace aux extraits naturels.

-Mode opératoire:

. On prépare une gamme de concentrations pour chaque extrait synergique, variant de 0
a 10 mg/ml. On ajoute 1 ml d'une solution de BSA a 0,2 % préparée dans un tampon TrisHcl
(0,05 M, pH 6,6) a chaque dilutiond'ImL.

. Les mélanges sont placés en incubation a une température de 37 °C pendant un quart
d'heure, puis a 72 °C pour une durée de cinq minutes.

. A 1la suite de l'incubation, le mélange est soumis a une agitation a I’aide d’un vortex
puis refroidi rapidement. On mesure la turbidité¢ a 660 nm en utilisant un spectrophotométre
UV-Visible.

. Un blanc est préparé pour chaque concentration (1 ml d’extrait + 1 ml de TrisHcl)
dans le but d'éliminer I'absorbance propre a l'extrait.

. Dans les mémes conditions expérimentales, le diclofénac sodique est employé comme
un traitement anti-inflammatoire standard.

Calcul de Pinhibition:

Inhibition% = [(DO Contréle (0) — DO Echantillon(t)) / DO Contrdle (0)] x 100

- DO Blanc : Absorbance de 1’extrait sans BSA.
- DO Echantillon : Absorbance de I’échantillon ou du standard.

- DO Contrdéle : Absorbance de la BSA seule avec Tris-HCI.
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Expérience in vivo :

Afin de confirmer I’effet anti-inflammatoire des terpénoides des racines d’E. confusum, nous

avons tester 1’activité anti-inflammatoire sur un mod¢le animal (Fehrenbacher ez al.,2012).

1. Préparation de la carraghénane:

Préparation de carraghénane de 0,5 % a 2,0 % (p/v) dans un bécher d'un litre, versez 500 ml
de solution saline stérile a 0,9%, puis incorporez un barreau d'agitation. Dans le bécher,
incorporez progressivement 2,5 g (0,5 %) a 10,0 g (2,0 %) de poudre de carraghénane (type
IV Lambda, Sigma). Chauffer la solution a 90 °C en remuant, sans la faire bouillir. La
carraghénane se dissout en chauffant le mélange. La poudre doit se dissoudre complétement
en moins d'une heure. Transfere de la solution dans une bouteille en verre propre d'un litre
équipée d'un couvercle et la stériliser au moyen d'un autoclave. Refroidir la solution a
température ambiante avant de la répartir dans des flacons stériles de 100 ml soigneusement
bouchés. Cette solution demeure stable pour au moins une semaine si elle est gardée a 4 °C
apres sa préparation

(Fehrenbacher et al., 2012).

2. Les rats utilisés:

Des rats albinos Wistar (agés de 11 a 12 semaines) pesant entre 200 et 250 g ont participé a la
manipulation. Ils ont été maintenus dans des conditions environnementales standard, dans des
cages en plastique, a température normale et soumis a un cycle lumicre-obscurité de 12
heures, avec un acces illimité a une alimentation standard en granulés et a de 1'eau a volonté.
Afin de minimiser le stress, les animaux ont été acclimatés aux conditions de laboratoire
avant le début de l'expérience, et ce pour toutes les procédures. Les animaux utilisés dans
cette étude ont été traités conformément aux directives internationales standard pour

l'utilisation des animaux de laboratoire (Couto et Cates., 2019).
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Les expériences ont été menées sur 12 rats femelles Wistar Albinos. Les rats ont été adaptés a
I'environnement de laboratoire, pesés et identifiés avant d'étre placés en période de jetine de

16 heures durant la nuit précédant 'expérience. Par la suite, ils ont été répartis en trois classes

- Groupe controle en bonne santé (n=4) : soumis a une solution de NaCl 0 ,9% en fonction
du poids de chaque rat.

-Groupe administré du diclofénac (n=4) : traitement par gavage avec 100mg de diclofénac.
-Groupe soumis a un traitement avec I’extrait terpénique des racines d'Echium

confusum (n=4) : 100mg/kg dissous dans une solution de NaCl a 0,9%.

3. Induction de ’inflammation:

* Préparez les seringues pour les injections dans le coussinet plantaire (l1a patte gauche
arriere) :

Solution saline : Pour chaque animal, une seringue stérile de 1 ml équipée d'une aiguille de

calibre 27 G (1/2 po) doit étre remplie avec 100 pl de solution saline stérile. Carraghénane :

Pour chaque animal, veuillez préparer une seringue stérile de 1 ml équipée d'une aiguille de

calibre 27 G (1/2 po) en la remplissant avec 100 pl de solution de carraghénane.

* Placer les rats dans des cages.

Dés que les animaux ne réagissent plus avec leur réflexe de redressement, il faut désinfecter

la partie inférieure du coussinet plantaire a l'aide d'éthanol a 70 %. Insérer l'aiguille, bic

orient¢ vers le haut, dans la zone métatarsienne de la patte arriere (prés des callosités

distales), quasiment en paralléle avec le coussinet Plantaire, puis administrer la solution (100

pl de carraghénane ou de solution saline). Positionner délicatement le pouce sur le coussinet

de la plante du pied tout en retirant l'aiguille et maintenez la pression pendant une dizaine de

secondes. Apres 1'injection, replacez le rat dans sa cage. Procédez a la répétition de 1'injection

pour chaque animal (Fehrenbacher et al., 2012).
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4. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire de I'extrait :

(Edéme de la patte provoqué par la carraghénane :

L'inflammation aigué a été provoquée par l'administration de carraghénane (1 % p/v de
carraghénane dans une solution saline standard, 100 pL) dans la patte arriére des rats. Avant
l'initiation de l'inflammation, la patte a été annotée a l'aide d'encre au niveau de la malléole
latérale.

Chaque groupe de rats a recu une injection de carraghénane une heure aprés 1'administration
orale de I'extrait brut (ou des fractions de solvant), du véhicule et du médicament standard.
L'inflammation a été quantifiée en millilitres par le biais d'un pléthysmographe numérique, en
mesurant le volume de I'eedéme, aux intervalles 0, 1, 2, 3, 4, 5 et 6 heures suivant

I'administration de carraghénane (Yimer et al.,2020).

Photos 9 : Induction de I’inflammation expérimentale par la carraghénane. (Tlemcen 2025).

L'équation ci-dessous permet d'obtenir le volume de l'cedéme a un instant précis (VT) :

VT=Vt-V0

V0 : Volume initial de la patte avant I'injection de carraghénane pour induire un cedéme.
Vt : Volume de la patte a temps (t) a la suite de l'administration de carraghénane.
L'évaluation du développement de I'cedéme se fait par le calcul du pourcentage

d'augmentation (% AUG) a l'aide de la formule suivante : (John et al., 2021).

%AUG=[(Vt-V0) /VO]x100
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On évalue l'activité anti-inflammatoire en calculant le pourcentage d'inhibition (%INH) de la

patte a l'aide de la formule suivante : (John et al., 2021).

INH (%) =[(AUGtm(%)-%AUGtt) /AUGtt (%)]x100

AUGtm (%) : Pourcentage d'accroissement du groupe carraghénane.

AUGtt (%) : Pourcentage d'accroissement du groupe soumis au traitement.
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Cette partie est consacrée a nos résultats et a leur discussion. Elle est divisée en deux
parties fondamentales dont la premicre traite les tests in vitro. Dans la deuxiéme

partie, les résultats de I'é¢tude in vivo seront présentés.

Expériences in vitro

5. Rendement de I’extrait brut (parties racine et aérienne)

Un rendement de 12% a été enregistré lors de l'extraction des composés phénoliques a
partir des racines d'Echium confusum. Ce qui dépasse légérement le rendement
enregistré pour les racines d'Echium trygorrhizum Pomel, qui a enregistré un
rendement dans 1’extrait hydro-méthanolique de 10,76% (Nouri., 2023), Cette
variation souligne une particularité diversifié¢e du métabolisme secondaire,

principalement au niveau des organes souterrains.

Nous avons également trouvé un rendement de 23,28% de ’extraction des composés
phénoliques a partir des parties aériennes, ce qui est extrémement haut par rapport aux
travaux antérieurs sur d'autres especes de la famille des Boraginaceae. Notamment,
Héliotropisme europium a démontré des taux significativement plus bas avec les
solvants fréquemment employés : 16,51% pour le méthanol pur et 20,12% pour I'eau

(Cennet., 2023).

L'avantage du rendement hydro-acéto-méthanolique pourrait é&tre attribué a
l'interaction synergique entre le méthanol, I’acétone et I'eau, qui augmente la capacité
de solubilisation et de diffusion des métabolites secondaires polaires tels que les

flavonoides et les phénols et les tanins.
6. Teneurs en composés phénoliques:

En se basant sur la valeur d'absorbance de la solution d'extrait et en comparaison avec
la solution standard, 1'analyse colorimétrique des polyphénols totaux, des flavonoides
ainsi que des tanins condensés et terpénoides est exprimée en milligrammes

équivalents (standard) par gramme de maticre végétale seche (Mg standard E/g MS), a
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l'aide de 1'équation de régression linéaire établie a partir du standard correspondant,

soit l'acide gallique, la catéchine ou 1’acide linalol.
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Figure 6 : Courbes d’¢étalonnages de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols
totaux(A), de la catéchine pour le dosage des flavonoides et des tanins condensés

(BC).

Selon les résultats illustrés dans le tableau, nous découvrons la richesse des racines
d'E. confusum en divers composés : 29,19 mg EAG/g MS pour les composés

phénoliques, 85,21 mg EC/g MS pour les flavonoides et le manque des tanins
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condensés de 0,055 mg EC/g MS. De plus, le taux de terpénoides est de 59,333 mg
EL/g MS.

Et des parties aériennes d’E. confusum en divers composés : 30 mg EAG/g MS pour
les composés phénoliques, 87,84 mg EC/g MS pour les flavonoides et 0,125 mg EC/g
MS pour les tanins condensés, quant aux terpénoides de la partie aérienne, dans notre
expérience nous n’avons pas trouve.

Tableau 5 : Résultats des dosages des polyphénols, flavonoides, tanins condensés et
terpénoides

Tanins
Polyphénols  (mg | Flavonoides (mg condensés (mg Terpénoides (mg
Echium confusum (EAG/gMS) EC/g MS) EC/g MS) EL/g MS)
Partie racinal 29,19 85,21 0,055 59,333
Partie aérienne 30 87,84 0,125

Dans notre recherche, nous avons obtenu une concentration de phénols totaux (29,19
mg EAG/g MS) qui est notablement plus basse que celle indiquée dans d’autres
travaux (157,403 mg EAG/g MS). Toutefois, le niveau de tanins condensés (0,055 mg
EC/g MS) est significativement plus bas que celui rapporté dans les travaux de

(Nouri., 2023), avec une valeur de I’ordre de 65,293 mg/g.

L'évaluation quantitative des terpenes totaux dans les racines d’Echium confusum a
mis en évidence une concentration élevée de 59,333 mg EL/g MS, indiquant une
abondance significative en composé€s terpéniques. Par conséquent, méme s'il est
difficile de réaliser une comparaison directe en raison de l'absence de données
spécifiques pour Echium ou les Borraginacée en général, le résultat obtenu dans cette
recherche peut étre jugé ¢€levé et susceptible d'avoir un intérét d'un point de vue
pharmacologique. Il serait pertinent d’approfondir par une caractérisation plus précise

des types de terpénes présents.
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Pour la partie aérienne la concentration de polyphénols mesurée (30 mg EAG/g MS)
¢était moins élevée que celle observée dans les extraits méthanolique (42,01 mg EAG/g
MS) et aqueux (33,11 mg EAG/g MS). Cette variation peut étre diie a I'efficacité du
solvant utilisé, le méthanol est connu pour sa capacité a dissoudre une large gamme de
composés phénoliques. Par ailleurs, la concentration en flavonoides (85,21 mg EC/g
MS) est bien plus ¢élevée que celle obtenue avec 1'extraction au méthanol (38,14 EC/g
MS) et a I'eau (27,45EC/g MS) (Cennet., 2023). Cela indique que la concentration de
ces composés est plus élevée dans notre extrait. Plusieurs facteurs pourraient justifier
cette variation : spécificité de l'espeéce (Echium confusum par rapport a d'autres
especes du genre FEchium), 1’organe utilis¢é de la plante, les conditions

environnementales, ou encore la technique et le solvant d'extraction utilisés.

L'¢tude de (Thouri et al., 2017)., a démontré que les extraits aqueux éthanoliques,
présentant des concentrations plus €élevées en phénols, flavonoides et tanins condensés
que les extraits acétoniques, ce qui met en évidence l'efficacité des solvants polaires

pour I’extraction.

La détermination de la concentration des terpénoides est basée sur leur capacité a se
dissoudre dans des solvants organiques, une caractéristique qui dépend de leur
structure chimique. Les terpénoides, spécialement ceux qui possedent des groupes
fonctionnels polaires comme les hydroxyles, montrent une solubilit¢ augmentée dans
les solvants polaires. On attribue cette meilleure solubilité a l'interaction favorable
entre le groupe hydroxyle du thymol et les solvants de nature polaire (Sérgio et al.,

2023).

Suite a ces résultats, nous nous sommes intéressés a 1’extraction des terpénoides des
racines par deux méthodes a chaud et a froid afin d’optimiser la bonne méthode

d’extraction.

7. Rendement de I’extraction des terpénoides :

Tableau4 : les rendements de 1’extraction des terpénoides par Soxhlet et macération.
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Le rendement en (%)

Extraction des terpénoides a chaud par 32%
Soxhlet
Extraction des terpénoides a froid par 11.32%
macération

Les résultats illustrés dans le tableau 4, montrent que 1’extraction des terpénoides a
chaud (32%) a donné un meilleur résultat que celle a froid (11.32%). Ceci peut étre
expliquer par le fait que le Soxhlet utilise un solvant chauffé ce qui accélere la
solubilisation des composés.et augmente la diffusion des métabolites secondaires de la
matrice végétale vers le solvant. A l'inverse, la macération a froid est plus lente, car la

température ambiante limite les échanges.

En raison des résultats de rendement obtenus pour les deux méthodes, nous avons opté

pour I’extrait au meilleur rendement pour continuer notre travail.

8. Test de cytotoxicité de ’extrait des racines d’Echium confusum :

Selon (Farag et Alagawany., 2018). Les érythrocytes constituent le modele cellulaire
par excellence pour étudier les effets des médicaments sur la membrane plasmique.
Toute substance capable d'altérer la membrane des érythrocytes peut également
produire des effets similaires sur les membranes d'autres types de cellules (Jiang et
al., 2016).

L'évaluation du potentiel hémolytique a ¢été effectuée car, bien qu'une plante puisse
avoir des propriétés antioxydantes ou anti-inflammatoires, son emploi en médecine
traditionnelle et dans les formulations pharmaceutiques serait impossible si elle

présentait un effet hémolytique, indicateur de cytotoxicité (Nouri., 2023).

Pour chaque concentration, le taux d'hémolyse est déterminé en analysant 1'absorbance
de I'némoglobine libérée par les globules rouges lors de 1'hémolyse, et ce, en
comparaison avec le contréle négatif et le controle positif. Les résultats affichés sont

montrés dans la figure 7.
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Figure 7 : Test de cytotoxicité de 1’extrait terpénique des racines d’Echium confusum

Les résultats de I'é¢tude indiquent que l'extrait terpénique des racines d'Echium

confusum présente un effet hémolytique sur les globules rouges.

Nos résultats suggerent que I’extrait possede une activité anti-hémolytique
significative a faibles concentrations. Toutefois, 1’effet inverse observé a forte
concentration mérite d’étre exploré pour mieux comprendre le profil pharmacologique

de I’extrait dose-réponse inversé.

Ce type de réponse peut indiquer un effet biphasique, a faible dose, 1’extrait stimule
des mécanismes protecteurs. A haute dose, il pourrait devenir cytotoxique ou

déstabiliser les membranes érythrocytaires.

Par rapport aux résultats de 1'étude de (Harouat et Hattab, 2024)., qui ont travaillé
sur l'extrait brut des feuilles d' Echium plantagineum L., qui ont démontré une activité
hémolytique dose dépendante. En effet, le pourcentage d'hémolyse passe de 2,9 % a

0,156 mg/ml a 74,7 % a 12,5 mg/ml.

Nous concluons que, l'extrait de E. confusum présente une activité plus marquée a
faible concentration, tandis que E. plantagineum montre un effet hémolytique direct et
dose-dépendant. Ces résultats suggerent des propriétés cytotoxiques modulées

différemment selon l'espece et la partie végétale étudiée.
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9. Activité anti-inflammatoire (Inhibition de la dénaturation thermique des

protéines BSA) :

La dénaturation des protéines a ¢été identifié¢e comme la principale cause de
lI'inflammation dans les tissus vivants endommagés. Cette inflammation se manifeste
par des symptomes tels que rougeurs, douleurs, chaleur, gonflement et perte de
fonction dans la zone affectée. Il apparait donc que les composés capables de prévenir
ces changements et d'inhiber la dénaturation des protéines liée a la chaleur ont un
potentiel thérapeutique en tant qu'agents anti-inflammatoires. Les anti-inflammatoires
stéroidiens et non stéroidiens sont largement utilisés pour traiter les maladies
inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide et d'autres maladies infectieuses. Ils
agissent en se liant a I'albumine plasmatique pour empécher ou inhiber sa dénaturation
thermique. Il est donc essentiel d'explorer d'autres sources d'anti-inflammatoires

d'origine végétale (Yvonne et al., 2017).

D'apres (Williams et al., 2008). 11 a été suggéré de stabiliser la BSA traitée
thermiquement avec des AINS comme alternative a l'utilisation d'animaux dans les
premieres étapes du criblage des anti-inflammatoires non stéroidiens. La figure
suivante présente la variation du taux de protection contre la dénaturation thermique
de la BSA en fonction des différentes concentrations des composés phénoliques
extraits des racines d' Echium confusum. Ces résultats sont ensuite comparés a ceux

obtenus avec le diclofénac, considéré comme molécule de référence.
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Figure 8 : Pourcentages d’inhibition de la dénaturation du BSA des racines d’E.

confusum.

Le test a utilisé des solutions de différentes concentrations d'extrait terpénique des

racines d'E. confusum (0,07-5 mg/ml) et de I'anti-inflammatoire Diclofénac (0,015-1

mg/ml).

Les courbes de la figure 8 indiquent une relation proportionnelle entre 1'augmentation
de la concentration et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de BSA par le
diclofénac et par l'extrait phénolique des racines d' E. confusum. A une concentration
de 1 mg/ml, le diclofénac a montré une inhibition maximale de 100% de la
dénaturation du BSA. En comparaison, l'extrait étudi¢ a montré un pourcentage

d'inhibition de 96,35% de la dénaturation du BSA a une concentration de 5 mg/ml.

Les données du tableau indiquent la capacité anti-inflammatoire de 1'extrait, mesurée
en fonction de 1'IC50, qui correspond a la concentration requise pour réduire de 50 %

la dénaturation du BSA.
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Tableau 6 : Valeurs des IC50 des extraits des racines d’Echium confusum.

Plante étudiée ICsp (mg/ml)
E. confusum 0,72
Diclofénac 0,10

Selon les données recueillies et présentées dans le tableau 6, il est observé que 1'[C50
de l'extrait de I' E. confusum est de 0,72 mg/ml, ce qui est significativement plus élevé
que celui du Diclofénac qui est de 0,10 mg/ml. Il peut étre conclu que I'extrait
terpénique utilisé présente une faible activité anti-inflammatoire par rapport au

Diclofénac.

Par rapport aux résultats de (Harouat et Hattab, 2024) ; IC50 de ’extrait de I’ E.
plantagineum L. est de 1,44 mg/ml largement supérieure par rapport au Diclofénac

avec un IC50 de 0,108 mg/ml.

Nous concluons que I’extrait d’E. Confusum (IC50 = 0,72 mg /g) est plus actif que
d’E.plantagineum (IC50= 1,44 mg/g), mais les deux restent moins puissant que le

diclofénac.
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Expériences in vivo

Activité anti-inflammatoire :

L'inflammation induite par la carraghénane chez le rat se manifeste par une importante
formation d'cedéme, provoquée par la libération de divers médiateurs tels que
I'histamine, la sérotonine et la bradykinine. Cette réaction est renforcée par la
production de prostaglandines et d'oxyde nitrique par les isoformes inductibles de la
cyclooxygénase (COX-2) et de l'oxyde nitrique synthétase (iNOS) respectivement,

comme décrit par (Passos et al., 2007).

L'administration de carraghénane a entrainé une augmentation notable et rapide du

volume de la patte injectée, persistante, démontrant ainsi le succes de 1'induction de la

réponse inflammatoire aigué.

Figure 10 : Effet de la carragénine sur la progression de I’cedéme.
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1. Epaisseur de la patte :

Pour prouver l'effet anti-inflammatoire des feuilles d’E. confusum In vivo, nous avons

évalué le gonflement de la patte arriére gauche des rats et synthétisé ces informations

dans un tableau.

Tableau 7 : Mesure (mm) de 1’cedéme inflammatoire de la patte arriere gauche des

rats.
Oh
Dose Avant 1h 2h 3h 4h 5h 6h
injection
4,3+0,20 |5,91+0,32 | 6,85+0,55 | 6,44+0,27 | 6,23+0,07 5,41+0,19 5,39+0,29
Témoin (T) 1%
4,58+0,21 |5,19+0,40 5,79+0,13 | 5.69+0,09 | 5,55+0,10 |5,31%0,10 5,1940,08
Cex 50
Référence (D) me/Kg
4,35+0,18 | 6+0,70 | 6,36+0,33 |5,85+0,24 | 5,3+0,14 |5,11+0,11 5,07+0,10
L, 100mg/
Traité (E.C) Kg

D=Diclofénac

D’aprés les résultats de (Kuruuzum-Uz et al., 2012)., de 1’évolution de 1’cedéme

E.C : Extrait des racines d’Echium confusum

inflammatoire (mm) des pattes arriere des rats.
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Nous constatons que les deux extraits testés, E. confusum et A. azurea (famille
Boraginaceae), ont ét¢ administrés a une dose de 100 mg/kg et ont montré une activité
anti-inflammatoire acceptable, mais avec des profils pharmacodynamiques distincts.
Concernant E. confusum (Lot 3), I’épaisseur initiale de la patte avant inflammation
était de 4,35 mm. Trois heures apres 1’induction de I’inflammation, une augmentation
modérée a été observée, atteignant un pic a 5,85 mm. A la 6° heure, I’cedéme avait
diminué a 5,07 mm. Ces résultats suggerent une activité¢ anti-inflammatoire modérée,

avec un effet relativement rapide mais une régression partielle de I’cedéme.

En revanche, pour 4. azurea (Lot 3), 1’épaisseur initiale était plus élevée (6,91 mm),
avec un pic plus marqué d'inflammation a (9,20 mm) apreés 3h. Cependant une
réduction significative a été observée a la 6¢ heure, avec une épaisseur réduisant a 6,08

mm).

Ainsi, bien que A. azurea présente un pic inflammatoire plus important que E.
confusum (+2,29 mm contre +1,50 mm), elle induit une réduction plus marquée de
I’cedéme par la suite (—3,12 mm contre —0,78 mm). Ces observations suggerent que A.
azurea agit de maniere plus lente, mais avec une efficacit¢ anti-inflammatoire plus
prononcée a moyen terme. A l’inverse, E. confusum semble exercer un effet plus

rapide mais modéré.

A t=0 avant I’injection de la carraghénane, 1'épaisseur de la patte du groupe non traité
¢tait de 4,3+£0.19. Ce niveau d'inflammation a continué¢ d’augmenter pendant les 6

heures jusqu'a ce qu’il atteigne 25.80% a la 5éme heure (Figure 11).
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Figure 11 : Pourcentage d’augmentation des cedémes de la patte des rats traités et non

traités.

L'administration par voie orale d'extrait terpénique des racines d'Echium confusum a
une dose de 100 mg/kg et de diclofénac a une dose de 50 mg/kg a entrainé une
inhibition significative de l'inflammation provoquée par la carraghénane. Cette
inhibition a été observée 4 heures apres 1'administration des substances et a perduré
pendant 6 heures. Les mesures du diametre de 1'cedeme sont passées de 5,30+0.14 mm
a 5,07£0.10 mm pour l'extrait terpénique des racines d'Echium confusum,
correspondant a une inhibition de 40,40% a 37,20%. Pour le diclofénac, les mesures
sont passées de 5,55+0.10 mm a 5,19+0.08 mm, avec une inhibition de 35,30% a

30,20%. Les résultats sont présentés dans les figures A et B.
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Figure (A et B) : Pourcentage d'inhibition des cedémes de la patte des rats traités par

le Diclofénac et I’extrait terpénique des racines d’Echium confusum.

La réaction inflammatoire provoquée par la carraghénane se déroule en deux phases
distinctes : une phase précoce et une phase tardive. L'administration sous-plantaire de

carraghénane conduit a la formation d'un cedéme local qui augmente progressivement

54



Partie2 : Partie expérimentale Résultats et discussion

pour atteindre son pic entre 3 et 5 heures apres l'injection. Des études ont montré que
la libération d'histamine, de sérotonine et de bradykinine est associée a la phase
précoce, tandis que la libération de prostaglandines est généralement observée lors de
la phase tardive de l'inflammation induite par la carraghénane (Ramprasath et al.,

2004).

Dans le cadre de notre étude, 1’effet anti-inflammatoire de médicament a été observés
a leur intensité maximale 3 heures aprés l'injection de carraghénane, ce qui correspond
a la phase tardive de l'inflammation induite par la carraghénane. Cette observation
suggere une possible inhibition de la synthése des prostaglandines par ce médicament.
La cyclo-oxygénase (COX) et la lipoxygénase, enzymes impliquées dans la synthése
des prostaglandines, jouent un role essentiel dans l'inflammation provoquée par la
carraghénane. Les inhibiteurs non sélectifs de la COX, comme Il'indométacine,
l'ibuprofeéne et le diclofénac sodique, agissent en inhibant les enzymes COX-1 et

COX-2.

Ces médicaments, tels que Il'indométacine et le diclofénac, sont des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) puissants qui présentent une importante

activité anti-inflammatoire (Burke et al., 2006).

Les polyphénols sont des composés bioactifs présents dans les fruits et légumes, les

plantes contribuant a leur couleur, leur saveur et leurs activités pharmacologiques.

Ils sont classés en deux catégories selon leur structure chimique : les flavonoides
(comme les flavones, les flavonols, les isoflavones, les néo flavonoides, les chalcones,
les anthocyanidines et les pro anthocyanidines) et les non-flavonoides (tels que les
acides phénoliques, les stilbénoides et les amides phénoliques). L'inflammation
continue est reconnue comme une cause majeure associée a diverses maladies
humaines, telles que le cancer, le diabéte de type II, 'obésité, l'arthrite, les maladies
neurodégénératives et les maladies cardiovasculaires. Les polyphénols d'origine
végétale ont démontré une activité¢ anti-inflammatoire a la fois in vitro et in vivo,
mettant en lumiere leur potentiel thérapeutique bénéfique dans le traitement de

maladies aigués et chroniques. Leur capacité a réguler la signalisation inflammatoire
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en modifiant l'expression de geénes pro-inflammatoires tels que les cytokines, la
lipoxygénase, la cyclo-oxygénase et la synthase d'oxyde nitrique, ainsi que leurs
propriétés antioxydantes (telles que la capture des ROS - espéces réactives de

I'oxygene), contribuent a I'efficacité de ces composés naturels (Nour et al., 2018).

Les terpénoides, formés a partir d'isopréne, sont des composés naturels qui sont
difficiles a obtenir par synthése chimique totale. IIs se classent en plusieurs catégories,
a savoir les monoterpénoides, sesquiterpénoides, diterpénoides, sesterterpénes,
triterpénoides et polyterpénoides. Ces composés ont récemment suscité un grand
intérét en raison de leurs nombreuses activités biologiques, telles que leurs propriétés
anticancéreuses, antioxydantes, antivirales et anti-inflammatoires. Des études ont
montré qu'ils sont capables d'inhiber 1'expression de 'lCAM-1 induite par le TNFa et
de l'oxyde nitrique synthase (iNOS) pour réduire la production de NO dans les
cellules humaines. De plus, ils présentent des propriétés anti-inflammatoires
puissantes en inhibant la transcription dépendante de NF-kB et en supprimant la

production de TNF-a (Jiamin Ge et al., 2022).
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Les plantes médicinales renferment une grande diversit¢é des composés
biologiquement actifs, présentant une efficacit¢ notable dans le traitement des
maladies chroniques et aigués telles que l'inflammation. Actuellement, l'exploration
des substances naturelles en tant que nouvelles sources d'anti-inflammatoires sont en
plein essor, mettant en lumicre l'importance de I'exploitation des métabolites

secondaires des plantes.

Le but de notre étude était d'évaluer les propriétés anti-inflammatoires in vitro et in
vivo de l'extrait terpénique des racines d’Echium confusum. Dans ce cadre, notre
recherche a été centrée sur 1'extraction et la mesure des métabolites secondaires, ainsi

que I'évaluation des activités biologiques des terpénoides.

Le taux de rendement de I'extrait hydro-acéto méthanolique des racines d’E. confusum

est de 12%.

Les dosages des phénols totaux ont révélé une teneur de 29,19 mg EAG/g de maticre
séche, suivie par les flavonoides avec une teneur significative de 85,21 mg EC/g de
matiere séche et les tanins condensés indiquant une teneur tres faible de 0,055 mg
EC/g de matiere seche. Enfin, les terpénoides ont été retrouvés en grande quantité
avec une teneur de 59,333 mg EL/g de maticre seche. De plus, les dosages effectués
sur la partie aérienne d'E. confusum ont révélé une teneur en polyphénols de 30 mg
EAG/g de matiere seche, suivie par les flavonoides avec une teneur ¢élevée de 87,84
mg EC/g de maticre séche, ainsi que les tanins condensés avec une faible teneur de
0,125 mg EC/g de matiére seche. Les terpénoides dans cette partie sont peu nombreux

voire inexistants.

Par ailleurs, les résultats du test de cytotoxicité ont montré un taux d'inhibition de
I'hémolyse des racines de E. confusum de l'ordre de 68% a une concentration de

0,0156 mg/ml.

Des essais d'activité anti-inflammatoire in vitro ont été réalisés en utilisant la méthode
d'inhibition de la dénaturation des protéines (BSA) avec l'extrait terpénique de E.
confusum. Les résultats ont montré un fort pouvoir anti-inflammatoire avec une 1C50
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de 0,72 mg/ml, une valeur supérieure a celle du Diclofénac qui affiche une IC50 de

0,10 mg/ml.

En ce qui concerne l'activit¢ anti-inflammatoire in vivo, l'induction d'une
inflammation aigué chez les rats Wistar avec une dose de 100 mg/kg d'extrait
terpénique a entrainé une diminution significative de I'edéme de la patte des rats
traités par rapport aux rats non traités, atteignant jusqu'a 37,20% d'inhibition a la 6eme
heure. Ce résultat pourrait étre attribué a la présence abondante de composés
phénoliques bioactifs dans notre extrait. Sur la base de ces résultats, nous pouvons
conclure que l'extrait terpénique des racines d'E. confusum présente une capacité anti-
inflammatoire potentielle, probablement en raison de sa richesse en métabolites

secondaires.

I1 serait opportun d'envisager d'autres études en tant que perspectives pour ce travail, a

savoir :

- Enrichir la présente recherche par l'identification et la purification des

principes actifs a l'aide de techniques chromatographiques.

- Examiner d'autres activités biologiques telles que l'activité antimicrobienne et

anticancéreuse.
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Résumé

Devant les effets indésirables parfois séveres associés aux anti-inflammatoires conventionnels, 1’exploration de solutions
thérapeutiques d’origine végétale suscite un intérét croissant. C’est dans cette perspective qu’Echium confusum, appartenant a la
famille des Boraginaceae, a été retenu pour une investigation approfondie de ses propriétés pharmacologiques. Cette étude vise a
évaluer, a travers une double approche in vitro et in vivo, 1’activité anti-inflammatoire et anti-cedémateuse de I’extrait terpénique
des racines de cette plante, en s’appuyant sur des analyses biochimiques rigoureuses et des modéles expérimentaux validés.

Des dosages spectrophotométriques ont été réalisés sur les composés phénoliques (polyphénols, flavonoides, tanins condensés et
terpénoides) contenus dans I’extrait hydro-acéto-méthanolique des racines et de la partie aérienne d’Echium confusum. Les
résultats ont mis en évidence une richesse notable en composés phénoliques dans les racines, avec des concentrations importantes
en polyphénols (29,19 mg EAG/g MS), flavonoides (85,21 mg EC/g MS), tanins condensés (0,055 mg EC/g MS) et terpénoides
(59,333 mg EL/g MS). La partie aérienne présentait également des teneurs élevées en polyphénols (30 mg EAG/g MS) et en
flavonoides (87,84 mg EC/g MS), mais des quantités plus faibles de tanins condensés et de terpénoides.

Par ailleurs, le test de cytotoxicité a révélé un effet inhibiteur maximal de 1’hémolyse avec 1’extrait phénolique des racines, 68%
d’inhibition a une concentration de 0,0156 mg/ml, avec un effet minimal de 1,71% a une concentration faible de 0,25mg/ml.

L’évaluation de Iactivité anti-inflammatoire a été conduite in vitro par inhibition de la dénaturation thermique des protéines,
Selon les données recueillies et présentées dans le tableau 6, il est observé que I'IC50 de I'extrait de I' E. confusum est de 0,72
mg/ml, ce qui est significativement plus élevé que celui du Diclofénac qui est de 0,10 mg/ml. Il peut étre conclu que I'extrait
terpénique utilisé présente une faible activité anti-inflammatoire par rapport au Diclofénac

Puis in vivo a I’aide du modéle d’cedéme plantaire induit par la carraghénane chez les rats Wistar. Les résultats in vivo ont
confirmé ’efficacité anti-inflammatoire des terpénoides extraits des racines, avec une réduction de 37,20 % du volume des pattes
cedémateuses a une dose de 100 mg/kg.

En conclusion, les résultats de cette étude mettent en évidence ’effet anti-inflammatoire notable des racines d’Echium confusum,
principalement lié a la présence de terpénoides, des composés naturels identifiés parmi ses métabolites secondaires. Ces résultats
confirment I’intérét des plantes médicinales comme alternative prometteuse aux traitements classiques pour soulager les maladies
inflammatoires.

Mots clés : Echium confusum, Terpénoides, Anti-inflammatoire, Rats Wistar, carragénine, inflammation.
Abstract

Given the sometimes-severe side effects associated with conventional anti-inflammatory drugs, the exploration of plant-based
therapeutic alternatives has garnered increasing scientific interest. In this context, Echium confusum, a member of the
Boraginaceae family, was selected for an in-depth investigation of its pharmacological properties. This study aims to evaluate,
through a dual in vitro and in vivo approach, the anti-inflammatory and anti-edematous activity of its root extract, relying on
rigorous biochemical analyses and validated experimental models.

Spectrophotometric assays were carried out to quantify phenolic compounds (polyphenols, flavonoids, condensed tannins, and
terpenoids) present in the hydroacétométhanolique extract of Echium confusum roots and aerial parts. The results revealed a
noteworthy abundance of phenolic compounds in the roots, with significant concentrations of polyphenols (29.19 mg GAE/g
DM), flavonoids (85.21 mg QE/g DM), condensed tannins (0.055 mg CE/g DM), and terpenoids (59.333 mg LE/g DM). The
aerial parts also showed high levels of polyphenols (30 mg GAE/g DM) and flavonoids (87.84 mg QE/g DM), but lower amounts
of condensed tannins and terpenoids.

In addition, the cytotoxicity study demonstrated that the phenolic extract obtained from the roots exhibited a significant inhibitory
effect on hemolysis, reaching a maximum inhibition of 68% at a concentration of 0.0156 mg/ml. Conversely, the extract showed
minimal effect at a lower concentration of 0.25 mg/ml, with only 1.71% inhibition observed.

The anti-inflammatory activity was assessed in vitro by inhibiting thermal protein denaturation, based on the data collected and
presented in Table 6, it is observed that the IC50 of the E. confusum extract is 0.72 mg/ml, which is significantly higher than that
of Diclofenac, at 0.10 mg/ml. It can be concluded that the terpenic extract used exhibits a lower anti-inflammatory activity
compared to Diclofenacand in vivo using the carrageenan-induced paw edema model in Wistar rats. The in vivo results confirmed
the anti-inflammatory efficacy of root-derived terpenoids, with a 37.20% reduction in paw edema volume at a dose of 100 mg/kg.

In conclusion, the findings of this study highlight the notable anti-inflammatory effect of Echium confusum roots, mainly
attributed to the presence of terpenoids natural compounds identified among its secondary metabolites. These results support the
therapeutic potential of medicinal plants as promising alternatives to conventional treatments for managing inflammatory
diseases.

Keywords: Echium confusum, Terpenoids, Anti-inflammatory, Wistar rats, Carrageenan, Inflammation.



