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Liste des abréviations

AICI3 : Chlorure d’aluminium

AMPc Adenosine mono phosphate cyclique.

ATP : Adénosine tri phosphate.

CCM : Chromatographie sur couche mince.

Cls : Concentration inhibant 50% de la croissance cellulaire.
DAT : Agglutination directe.

DOpyr : Absorbance de pyrogallol.

EASA : Phase acétate d’éthyle de Salvia aurasiaca.
EASG : Phase acétate d’éthyle de Stachys guyoniana.
EBSA : Phase butanolique de Salvia aurasiaca.

EBSG : Phase butanolique de Stachys guyoniana.
ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.

ES : Electrosynérése.

FAB : bombardement par des atomes accélérés.

HAI : Hémagglutination indirecte.

HIV : Human immunodeficiency virus.

HPLC : chromatographie liquide a haute performance.
IC00 : la concentration inhibitrice de 100% de la croissance cellulaire .
IC : ionisation chimique.

IE : Impact électronique.

IFI : Immunofluorescence indirecte.

LC : Leishmaniose cutanée.

LCD : Leishmaniose cutané¢e diffuse.

LCM : Leishmaniose cutaneo-muqueuse.



LCN : Leishmaniose cutanée du nord.
LCZ : Leishmaniose cutanée zoonotique.
LDL : Lipoprotéines de faible densité.
LV : Leishmaniose viscérale.

MeOH : Méthanol .

My . Masse de I’extrait.

my,r : Masse de pyrogallol.

MTT : Bromure de 3(4.5-diMéthylThiazol-2-yl)-2.5-diphényl Tétrazolium.
NNN : Novy-Mac Neal- Nicolle.

PCR :Polymérase Chain Reaction..

PMA : Phorbol myristate acétate.

PI : Pourcentage d’inhibition.

RPMI : Roswell Park Memorial Park Institut.
SbIII : Antimoine trivalent.

SbV : Antimoine pentavalent.

SVF : Sérum veau feetal.

TNF a : facteur nécrosant des tumeurs o

THI : T helper 1

TH2 : T helper 2

Thp-1 : monocytes des lignées humaines
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Introduction

Les maladies dues a des protozoaires, comme, le paludisme , la trypanosomiase et la
leishmaniose constituent un probléme majeur de santé publique dans le monde.

Les leishmanioses sont des anthropozoonoses endémo-épidémiques transmises par un
diptére hématophage, le phlébotome femelle et qui infectent les macrophages de 1°hdote. En
Algérie, selon le Ministére de la Santé, un total de 7.784 cas de leishmaniose a été déclaré en
2008 ou la maladie est passée de 29 cas pour 100.000 habitants en 1997 a 94 cas pour
100.000 habitants en 2008. Le pic d’alerte a été relevé en 2005 ou 30.227 cas ont été recensés.
C’est une maladie parasitaire pour laquelle les traitements disponibles reposent
essentiellement sur des composés découverts il y a plus de 50 ans: les sels d’antimoine,
I’ Amphotéricine B et un composé d'utilisation récente issu de la recherche sur le cancer, la
miltéfosine mais qui ne peut pas €tre utilisée chez la femme enceinte. Ces médicaments sont
colteux, toxiques et les patients présentent des résistances de plus en plus importantes a ces

traitements courants.

Bien qu’une grande partie du XXeéme siécle ait été consacrée a la mise au point de
molécules de synthése, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le
screening de sources naturelles a résulté dans la découverte d’un grand nombre de
médicaments utiles qui commencent a jouer un role majeur dans le traitement de nombreuses
maladies humaines (Gurib-Fakim, 2006). A I’heure actuelle, les plantes médicinales restent le
premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles sont considérées comme maticre premicre
essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires pour la mise au point de
futurs médicaments (Maurice, 1997). Ce n’est pas qu’un simple effet de mode, mais un retour
vers la nature s’appuyant sur des bases scientifiques (Bigo, 2011). Elles demeurent encore une
source de soins médicaux dans les pays en voie de développement, en 1'absence d'un systeme
médical moderne (Tabuti et al., 2003).

L’ Algérie est I’un des pays méditerranéens qui ont une longue tradition médicale et un
savoir-faire traditionnel a base de plantes. Parmi ces plantes médicinales, la famille des
lamiacées dont la composition chimique, de diverses parties des plantes, a fait ’objet d’un
grand nombre de publications (Kolak et al., 2009 ; Kabouche et al., 2005 ; Deineka, et al
2004).

L'objectif de notre travail vise a mettre en évidence les propriétés antileishmaniennes
de deux genres de Lamiacées : Salvia et Stachys. Pour cela notre étude englobe deux aspects,

dont le premier est d’ordre phytochimique basé principalement sur l'extraction et la
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quantification des composés phénoliques. Le second aspect est consacré a une évaluation de
I’activité antileishmanienne réalisée afin de déterminer I'efficacité des produits phénolique y
compris les flavonoides, extraits des plantes Salvia aurasiaca et Stachys guyoniana, contre

les souches Leishmania major et Leishmania infantum incriminées respectivement dans les

leishmanioses cutanée et viscérale en Algérie.
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Généralités sur les leishmanioses

Chapitre I : Généralités sur les leishmanioses

I.1. Définition

Sont regroupées sous le nom de « Leishmaniose », un groupe de parasitoses tropicales
qui demeure encore aujourd’hui un grave probléme de santé publique a travers le monde
malgré les avancées de la recherche. Ce sont des maladies parasitaires dues au parasitisme des
cellules mononuclées par des protozoaires flagellés (Del Giudice ef al., 2001). Ces parasites
obligatoires dihétéroxénes (Marignac, 2003) affectent de nombreuses espéces de mammiferes,
dont I’homme (Dedet, 2001), auxquelles ils sont transmis par la piqlre infestante d’un insecte
diptére vecteur hématophage de 2 a 4 mm de long, (Marty, 2002) appartenant au genre
Phlebotomus dans 1’Ancien monde et Lutzomyia dans le nouveau monde (Osman et al.,
2000). Cette maladie est considérée par 1’Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S), comme
faisant partie des six maladies parasitaires majeures présentes dans le monde, comme la

dengue et la trypanosomiase africaine (Estevez, 2009).

1.2. Epidémiologie

I.2.1. Le parasite

1.2.1.1. Morphologie

Les leishmanies sont des protozoaires (unicellulaires), de 1’ordre des Kinetoplastidea
se caractérisant par la présence d’une organelle unique : le kinétoplaste qui est situ¢ a la
position basale adjacente au flagelle (prés de la poche flagellaire) et qui représente 1’ADN
mitochondrial (fragment d’ADN extranucléaire) (Pimenta et al., 1991)

Les leishmanies présentent au cours de leur cycle de vie, deux stades évolutifs
distincts : le stade promastigote, dans le tube digestif du phlébotome, et le stade amastigote
intracellulaire chez 1’hote vertébré. Ils se multiplient aux deux stades par division binaire

simple.

» Le stade promastigote
Munie d’un flagelle antérieur, cette forme est issue de la forme amastigote aspirée par
le phlébotome au cours d’un repas sanguin. Il s’agit d’un organisme allongé, d’environ 10 a

25um de longueur. Le noyau est approximativement central, le kinétoplaste est situé en

3
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position antérieure et le flagelle libre s’échappe a I’extrémité antérieure (Figure 01). Cette
forme se développe par scissiparité dans I’intestin moyen du phlébotome puis migre jusqu’au
pharynx.. Le parasite est régurgité¢ par 1’insecte au moment de son repas sanguin. C’est la

forme que I’on retrouve dans les milieux de culture.

Figure 01 : Forme promastigote de Leishmania (www.alae.iquebec.com)

» Le stade amastigote

C’est la forme intracellulaire des leishmanies que 1’on retrouve dans les cellules du
systéme réticulo-histocytaire des hotes vertébrés et dans les cellules mises en culture. Ce sont
de petits corpuscules ovalaires ou arrondis de 2 a 6 um de diamétre , immobiles, enveloppés
d’une membrane bien définie, présentant un noyau, un kinétoplaste et une ébauche de flagelle
ne faisant pas saillie a I’extérieur (Figure 02).

La paroi des leishmanies est constituée d’'une membrane externe et d’'une membrane
interne et renferme des composants jouant un role important dans 1’endocytose des parasites
et dans les phénomenes immunologiques accompagnant les infections leishmaniennes. Le
cytoplasme contient une kinase jouant un réle dans la survie des leishmanies dans les cellules

parasitées (Euzéby, 2008).
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Figure 02 : La forme amastigote des Leishmania(www.parasitologie.univ-montp1.fr)

1.2.1.2. Biologie

Les leishmanies vivent au sein des macrophages, en particulier dans la lymphe
dermique, les nceuds lymphatiques, la rate, le foie et la moelle osseuse. Elles sont rencontrées
dans les monocytes sanguins. Elles survivent a la phagocytose et a 1’agression oxydative du
macrophage. Se multiplient a I’intérieur des macrophages. Cette multiplication peut engendrer
la lyse du macrophage : les parasites sont alors libérés puis phagocytés par d’autres
macrophages. Ceci conduit & la diffusion des leishmanies dans I’organisme (Bussiéras et al.,

1992 ; Slappendel et al., 1998).

1.2.1.3. Le cycle évolutif

Quelle que soit l'espece, le cycle de reproduction des Leishmania est sensiblement le
méme. Cependant, il existe une grande variabilit¢ dans les hotes, les vecteurs (plus de 30
especes de phlébotomes (Sharma et al., 2008) et les manifestations cliniques.

Les promastigotes contenus dans le tube digestif du phlébotome sont injectés a
I'humain lors d'un repas sanguin. Ils sont ensuite phagocytés par les macrophages, et a ce
stade, dans le phagolysosome macrophagien, a lieu la transformation en amastigotes. Ces
amastigotes, dépourvus de moyens de locomotion, se multiplient au sein du macrophage.
Apres la piqlire, le sang peut transporter des parasites qui seront hébergés dans d'autres
cellules que les macrophages. Les fibroblastes des ganglions lymphatiques sont les principales
cellules mises en causes, et seraient responsables de la persistance du parasite dans
'organisme apres la guérison (Bogdan et al., 2000 ; Nicolas ef al., 2000).

Les macrophages infestés sont ensuite réabsorbés par un phlébotome lors d'un repas sanguin,
et les amastigotes qu’ils contiennent sont libérés et vont se transformer en promastigotes

(Figure 03).
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De nombreux animaux, essentiellement des mammiferes, sont hotes de ces parasites.
Certains développeront des signes cliniques (hotes secondaires) alors que certaines especes

seront porteuses saines (hotes primaires).

Figure 03 : Cycle de vie et transmission de la leishmaniose (www.dpd.cdc.gov/dpdx)

I. 2. 1. 4. Classification et taxonomie

La classification des leishmanies a été établie par Levine ef al. en 1980 (Pratlong et
al., 1999). Selon I’OMS (1999), le parasite Leishmania appartient au :
- Régne: Protista
- Sous-Régne: Protozoa
- Phylum: Sacromastigophora
- Sous-phylum: Mastigophora
- Classe: Zoomastigophara
- Ordre : Kinetoplastida
- Sous —ordre : Typanosomatina
- Famille: Typonosomatidae

- Genre : Leishmania


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx
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1.2.2. Le vecteur

I représente un maillon important dans la chaine de transmission. Diptéres
nématoceres de la famille des Psychodidae, les phlébotomes sont, a 1’état adulte, des
moucherons piqueurs de petite taille (longueur du corps : 1,5 a 4mm) (Figure 4). Ce sont des
insectes a activité crépusculaire et nocturne. Seule la femelle, hématophage, assure la
transmission de la leishmaniose.

Présents toute 1’année en zone intertropicale, les phlébotomes apparaissent seulement

1’été en région tempérée, ou ils conférent a la maladie un caractére saisonnier (Dedet, 2001).

Figure 4: Phlébotome femelle gorgé de sang
(ANOFEL 3)

1.2.3. Le réservoir

Les réservoirs naturels des Leishmania sont des mammiféres domestiques ou
sauvages, chez lesquels le parasite colonise les cellules du systéme des phagocytes
mononucléés. Les mammiferes réservoirs des Leishmania appartiennent a divers ordres :
cannideae, rongeurs, marsupiaux, édentés, primates ou périssodactyles. Dans certains cas,
I’homme est I’unique réservoir du parasite (Dereure, 1999).

En Alggérie, la leishmaniose viscérale admet comme réservoir le chien (Belazzoug et
al,1984 ; Belazzoug et al.,1985 ; Belazzoug et al., 1987) ont confirmé le role joué par cet

animal et ont fait la corrélation entre foyer de leishmaniose canine et leishmaniose viscérale
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humaine. La leishmaniose canine concernant tout le territoire national avec une prévalence
variant d’une région a 1’autre.

Le réservoir de la leishmaniose cutanée zoonotique est représenté essentiellement par
deux rongeurs sauvages gerbillidés. Le premier étant Psammomys obesus, naturellement
infesté par Leishmania major (Belazzoug, 1983), et le second : Meriones shawi au niveau du
foyer de Ksar Chellal (Belazzoug, 1986). Quant a la leishmaniose cutanée variant

enzymatique de L.infantum, le réservoir est le chien.

1.2.4. Réponse immunitaire chez I’hote vertébré

Les leishmanioses se caractérisent par un spectre clinique de phénotypes différents qui
dépend de la réponse immune de la part de 1’hdte pouvant aller de 1ésions a cicatrisation
spontanée jusqu’a destruction des muqueuses (Reithinger et al., 2007).
Apres leur entrée dans l'organisme, les promastigotes sont capturés par les cellules
phagocytaires (cellules dendritiques, macrophages). C'est la réponse immunitaire non
spécifique. Ces cellules présentent alors des antigénes leishmaniens aux lymphocytes T via le
complexe majeur dhistocompatibilité et enclenchent la réponse acquise, spécifique. Cette
réponse va différer selon les protéines leishmanienne présentées. Un nombre éleéve de cellules
relais et de cytokines entrent en jeu pour réguler l'infection et tous ces aspects sont encore loin
d'étre ¢lucidées (Sacks et al., 2002 ; Banuls et al., 2007). La destruction du parasite dans le
macrophage aprés activation semble médiée par deux voies principales, celle du monoxyde
d'azote (NO) produit lors de la poussée oxydative, et celle du facteur nécrosant les tumeurs o
(TNF a). Ces deux voies sont diversement activées ou freinées par les différentes cytokines
(Mossalayi et al., 1999). Selon la nature de la réponse immunitaire prépondérante, les
manifestations cliniques seront différentes.  Schématiquement, une réponse médiée
principalement par les cellules T auxiliaires 1 (TH1) entrainera des formes cutanées a
guérison spontanée (Figure 05). L'absence de réponse TH1 (plutét qu’a présence de réponse
TH2) donnera lieu a des formes cutanées diffuses, et la superposition des voies TH1 et TH2,

associée a une présence ¢levée d'interféron y évoluera vers les formes mucocutanées

(Banuls et al., 2007).
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Figure 05: Modéle de la relation infection-état immunologique de I’héte (INS, 2000).

I.2.5. Distribution géographique des leishmanioses

Les leishmanioses connaissent une aire géographique globalement circumterrestre,
mais débordant largement sur les zones tempérées d’Afrique du Nord, du Sud de 1 Europe et
d’Asie. Présentes sur cinq continents dans les zones tropicales et subtropicales de 88 pays : 16
sont des pays industrialisés et 72 des pays en développement, dont 13 parmi les pays les

moins développés (Desjeux et al., 2001) (Figure 06).
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Figure 06 : Distribution mondiale des leishmanioses (Handman, 2001)

On distingue deux grandes situations géographiques : 1’Ancien monde (sud de
I’Europe, Afrique, Proche Orient et Asie) et le Nouveau monde (Amériques du Nord, du Sud
et Centrale). Les différentes manifestations cliniques sont observées dans les deux mondes,
mais ne sont pas causées par les mémes especes de Leishmania (Handman, 2001)

En Algérie, deux types de leishmanioses sévissent a 1’état endémique : la leishmaniose
Cutanée sous ses deux formes (leishmaniose cutanée zoonotique et la leishmaniose cutanée du
nord) et la leishmaniose viscérale. Elles rentrent dans des complexes épidémiologiques

différents, faisant intervenir des vecteurs et des réservoirs de parasites bien distincts.

1.2.6. Formes cliniques des leishmanioses

1.2.6.1. La leishmaniose viscérale (LV)
Appelée également kala azar c’est la forme la plus grave de la maladie, avec une
mortalité de presque 100% en 1’absence de traitement. Elle se caractérise par des poussées de

fievre irréguliére, une perte de poids importante, une hépato-splénomégalie (augmentation du
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volume de la rate et du foie) et de ’anémie. Il existe deux formes cliniques de leishmaniose

viscérale : la LV infantile et la LV de I’adulte, I’agent causal étant Leishmania infantum.

1.2.6.2. La leishmaniose cutanée (LC)

En général, les caractéristiques cliniques de la leishmaniose cutanée ne sont pas
uniformes dans toutes les régions ni méme a l’intérieur d’une région donnée, par suite de
différences touchant a 1’espeéce parasitaire ou aux types zoonotiques en cause. La lésion
classique débute sous forme d’un nodule au point d’inoculation. Une crolte se forme au
centre et, si elle est arrachée, elle révele une ulcération qui évolue vers la guérison au prix
d’une cicatrice profonde présentant une altération de la pigmentation. Les nodules satellites au
bord de la Iésion sont caractéristiques (Mihoubi, 2006). Il existe deux formes distinctes de la
LC : la leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ), appelé aussi « clou de Biskra » et la
leishmaniose cutanée du nord (LCN), connue sous I’appellation de « clou de Mila). Elles
admettent, respectivement, comme agent causal L. major et L. infantum (Harrat et al., 1996)
et aussi L.tropica . L’ Algérie, comme d’autres pays méditerranéens, est fortement concernée
par ces zoonoses qui sont classées dans notre pays parmi les maladies a déclaration
obligatoire (Harrat ef al., 1995) De part sa situation géographique bioclimatiques (Stewart,
1974), caractérisée par plusieurs étages allant du climat méditerranéen au nord au climat
saharien au sud, en passant par de vastes zones semi arides et arides, et d’autre part, par sa
forte population rurale, présente un terrain favorable a I’émergence de plusieurs formes
cliniques de la maladie. En Algérie, les espéces responsables des deux formes cliniques de
leishmaniose appartiennent a deux complexes distincts : le complexe L. infantum et le

complexe L. major.

1.2.6.3. La leishmaniose cutanée diffuse (LCD)
Cette forme produit des lésions cutanées étendues nodulaires, non ulcérées,
pseudolépromateuses, anergiques et particulierement difficiles a traiter. Cette forme de la

maladie est attribuée aux especes L. aethiopica et L. amazonensis.

1.2.6.4. La leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM)

Limitée géographiquement au continent sud-américain, la LCM, appelée Espundia, est
due a L. braziliensis (Mihoubi, 2006). C'est une atteinte cutanée initiale classique, puis 1 a 40
ans plus tard, apparaissent des métastases muqueuses de la sphére ORL (nez, bouche),

entrainant une perforation de la cloison nasale (Sacks et al., 2001).

11



Généralités sur les leishmanioses

1.2.6.5. La leishmaniose canine

La leishmaniose canine est une atteinte assez commune du chien dans des foyers ou
sévit la leishmaniose viscérale humaine. Des études portant sur des chiens soumis a des
conditions d’infestation en milieu naturel ont permis de démontrer que 1’affection débute par
un chancre d’inoculation, surviennent ensuite des 1ésions qui peuvent apparaitre apres 1 a 6

mois d’incubation (Kilicki, 1999).

1.3. Diagnostic des leishmanioses
Le diagnostic des leishmanioses repose sur la mise en évidence du parasite, ou de son
acide désoxyribonucléique (ADN), et sur la recherche des traces immunologiques de I’infection,

anticorps circulants ou hypersensibilité retardée (Le Fichoux et al., 1999).

1.3.1. Examen microscopique

Il permet la recherche des amastigotes intracellulaires (corps de Leishman-Donovan) dans
les macrophages sur frottis. Les formes amastigotes sont, soit contenues dans les cellules
histiocytaires, soit extracellulaires. On y reconnaitra le noyau de couleur pourpre et le kinétoplaste
juxta nucléaire plus foncé (Murray et al., 2005). Les frottis seront faits a partir de matériel prélevé
par ponction de moelle osseuse, de rate ou de lymphe dermique. Pour les lésions cutanées, le
prélévement se fera par raclage au vaccinostyle a la périphérie de la 1ésion (Mihoubi et al., 2006).
Les frottis fixés au méthanol, seront colorés au May Griinwald Giemsa. Réalisé par un opérateur
expérimenté, la microscopie semble étre le meilleur examen pour le diagnostic (Del Giudice et al,

1998).

1.3.2. Culture

Elle permet la croissance des formes promastigotes, dans des milieux d’isolement
appropriés (Werry, 1995). Le milieu le plus utilisé est le milieu Novy-Mac Neal- Nicolle (
N.N.N.). C’est un milieu diphasique composé d’une phase solide faite de gélose salée avec 10%
de sang de lapin défibriné et une phase liquide constituée de I’exsudat produit a partir de la gélose
au sang.
D’autres milieux peuvent étre utilisés tels que les milieux d’Evans, de Tobie, de Schneider et le
RPMI qui donne d’excellents résultats avec un minimum de risque de contamination. Tous ces
milieux sont additionnés d’antibiotiques : pénicilline streptomycine ou pénicilline- gentamycine et

exceptionnellement d’antifongiques, la 5-fluorocytosine (Bachi, 2001).
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1.3.3. Inoculation aux animaux
Le hamster doré de Syrie et le cobaye sont les animaux les plus réceptifs L’inoculation se fera
dans le coussinet plantaire pour les parasites de la peau, par voie intra péritonéale pour les
parasites viscéraux. Une période pré-patente de plusieurs semaines est souvent observée. Les
animaux sont aussi utilisés comme intermédiaire entre un prélévement impossible a stériliser et la

mise en culture, lorsqu’il est important d’isoler la souche (Wery, 1995).

1.3.4. Techniques modernes permettant la détection du parasite

Elles permettent de mettre en évidence d’infimes quantités de matériel génomique
parasitaire dans un prélévement (ponction ou biopsie). Elles permettent aussi de déterminer avec
précision I’espéce de Leishmania responsable (Mihoubi et al., 2006). La détection des antigénes
excrétés par les amastigotes se fera par des anticorps monoclonaux et celle des acides nucléiques
du parasite, par hybridation moléculaire (sondes marquées aux isotopes) ou amplification de

séquences identifiées (PCR) suivie d’hybridation.

1.3.5. Examens sérologiques

De nombreuses techniques immunologiques sont utilisées dans le diagnostic de la LV.
Elles font appel a des antigénes de nature et de modalités de préparation variées. Les préparations
contiennent soit des antigénes figurés, soit des extraits antigéniques.

De nombreuses réactions immunologiques ont été utilisées. Les plus courantes sont les
réactions d’immunofluorescence indirecte (IFI), d’Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA), d’¢lectrosynérese (ES), d’agglutination indirecte (DAT) et d’hémagglutination indirecte
(HAI) (Dedet, 2001) le Western Blot (W.B.) (Mihoubi, 2006).

1.3.6. Intradermo-réaction de Monténégro a la leishmanine

C’est une réaction d’hypersensibilité retardée provoquée par I’injection intradermique de
promastigotes de culture, lavés et mis en suspension dans une solution saline contenant 0,5% de
phénol. L’espéce de leishmanie utilisée n’a pas d’importance (il n’y a pas de spécificité d’espece).
La « leishmanine » contient un million de parasites par ml. La dose individuelle comporte 0,1 ml,
c'est-a-dire, 100.000 parasites. Une injection de 0,1 ml de solution phénolée sans parasites est
faites a proximité, comme témoin d’une éventuelle sensibilité du patient au phénol.

Apres 48 a 72 heures, une réaction positive donne un nodule induré entouré d’érythéme.

On facilite la mesure en tragant au bic, sur la peau avoisinante et suivant les diametres, des lignes
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qui s’arrétent au bord de I’induration. Les degrés sont exprimés de 1 a 4, d’apres le diametre (de
<4 mm a > § mm).

Cette réaction est positive chez les sujets ayant fait une leishmaniose viscérale
antérieurement. Elle reste positive apres la guérison pendant toute la vie du patient et est utilisée
en épidémiologie du Kala-azar. Pour les leishmanioses cutanées, elle peut aider au diagnostic

(Wery, 1995).

1.4. Traitement des leishmanioses

I.4.1. Traitement de premiére intention

Les traitements de premieres intentions font appel a des sels d’antimoines : le N-
méthyl glucamine (Glucantime®) et le stibogluconate de sodium (Pentostan®) dont les
teneurs en antimoine pentavalent (SbV) sont respectivement de 8,5% (85 mg/ml) et 10% (100
mg/ml), la dose prescrite par I’O.M.S de SbV est de 20 mg/Kg/jour. A cette dose, le SbV peut
provoquer des problémes de sant¢ comme la cardio-toxicité et la néphro-toxicité. De plus,
certaines souches de Leishmania responsables de leishmaniose cutanée et mucocutanée ont
démontré des résistances a ces médicaments (Grogl et al., 1992).
Ces produits ont une action inhibitrice sur la formation de I’ATP et nécessitent une
conversion intracellulaire en SblIIl (antimoine trivalent) pour étre actif. Il vient d’étre
démontré que I’antimoine trivalent est un inhibiteur de la trypanothione réductase du parasite,

enzyme présente seulement chez le parasite (Baiocco et al., 2009).

1.4.2. Traitement de seconde intention

Les traitements de seconde intention sont I’'usage de 1’amphotéricine B ou de la
pentamidine. C’est un puissant antifongique capable de modifier la perméabilité de la
membrane parasitaire en agissant sur 1’ergostérol par affinité permettant la formation de pores
aqueux mais aussi capable de stimuler la production d’IL en agissant sur les récepteurs Toll-
like (Sau et al., 2003). La pentamidine bloque, quant a elle, la thymidine synthétase et par
conséquent la synthése de I’ADN parasitaire et se fixe sur I’ARN de transfert. Il semblerait
que la cible de la pentamidine soit un composant de la mitochondrie (Basselin et al., 2002;
Mukherjee et al., 2006). Ces médicaments présentent une toxicité supérieure a celle des sels
d’antimoines et nécessitent une prise en charge hospitaliere. Le traitement par AmBisome,
amphotéricine B liposomale, moins toxique, ne présente quasiment pas d’effet (W.H.O,

2007).
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De nouveaux produits ont montré récemment des résultats trés intéressants,
notamment la miltéfosine dont le mode d’action n’est pas encore totalement déterminé mais
qui laisse supposer une action sur la biosynthése de la phosphatidylcholine (Croft et al.,
2003).Généralement, la miltéfosine est employée contre les LV (W.H.O. 2007).

L’avantage de ce médicament est qu’il permet un traitement oral (2,5 mg/kg/jour) avec des

effets secondaires négligeables et qu’il présente des taux de réussite élevés (Berman, 2005).
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Chapitre II : Les plantes médicinales et la phytothérapie

Depuis des siecles, la phytothérapie, le traitement par les plantes, est a la base de la
médecine. Les plantes sont certes 1a pour nous permettre de nous soigner, mais également pour

favoriser le bon fonctionnement de notre organisme (Bigo, 2011).

I.1. Les plantes médicinales

I1.1.1. Définition

Les plantes médicinales sont des plantes dont un des organes (feuille, écorce) possede
des vertus curatives et parfois toxiques selon son dosage. Les plantes médicinales sont les
plantes utilisées en phytothérapie pour leurs principes actifs, elles peuvent étre vendues en

herboristerie, en pharmacie, avec ou sans prescription selon la réglementation du

pays .

I1.1.2. Les plantes médicinales et leurs utilisations

Les plantes médicinales sont utilisées pour prévenir, soigner ou soulager divers maux.
Cette connaissance ancestrale fut a D’arrivée de la médecine traditionnelle mise de coté au
profit de la prise de médicaments d’ordonnance souvent plus puissants et agissant plus
rapidement que la médecine traditionnelle utilisée auparavant. Par contre, aujourd’hui nous
assistons au retour de I’'utilisation des plantes médicinales pour favoriser la santé. Chaque
plante médicinale a une définition qui lui est propre et une utilisation spécifique. (Kansole,
2009).

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des
vertus thérapeutiques, car elles contiennent des principes qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie : elles
présentent, en effet, des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus.

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont
utilisées directement comme des agents thérapeutiques, mais aussi comme matiere premiére
pour la synthése des médicaments ou comme modeles pour les composés
pharmacologiquement actifs (Decaux, 2002). Par exemple : la tubocurarine, le relaxant

musculaire le plus puissant, est dérivé du curare (Chondrondendron tomentosum) ;
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I’analgésique le plus puissant, est tirée du pavot a opium (Papaver somniferum ) et la cocaine
utilisée comme anesthésiant est tirée du coca (Eryhroxylum coca) (Fouché, 2000). L’OMS
estime qu’environ 80% de la population mondiale dépend de la médecine traditionnelle pour
les soins de santé primaires. Plus de la moiti¢ de la population mondiale utilise principalement
des plantes médicinales pour se soigner (Sheng-Ji, 2001). Au moins 35 000 espéces végétales
sont utilisées dans le monde a des fins médicales. Les plantes médicinales servent pour la
production de produits pharmaceutiques, thés, onguents, crémes et autres produits naturels.
Environ 90 especes servent a la production des médicaments industriels les plus importants et
les remedes traditionnels utilisés dans les pays en développement sont généralement élaborés
a partir de mélanges d'herbes issus de collectes sauvages (Farnsworth et al., 1991) .

Les plantes sont donc la source principale de substances actives, et pas uniquement dans la

médecine traditionnelle (Palomo, 2011).

I1.2. La phytothérapie

I1.2.1. Définition

La phytothérapie, selon Bruneton (1999), est le traitement par les plantes ; c'est-a-dire
par la consommation ou I’utilisation de produits préparés a partir de plantes sans passer par
une étape de sélection de molécules, on ne consomme donc pas que le principe actif mais tout
ce que contient la plante. Par ailleurs la phytothérapie requiert une connaissance parfaite de
substances chimiques contenues dans un organe végétal et une bonne connaissance de mode
d’emploi. On peut distinguer la phytothérapie utilisée dans une pratique traditionnelle, parfois trés
ancienne, basée sur I'utilisation de plantes ayant des vertus découvertes empiriquement de la
phytothérapie basée sur les études scientifiques recherchant les principes actifs des plantes et

leurs effets (Kansole, 2009).

I1.2.2. Les différents types de phytothérapie
On peut distinguer différents types de thérapies par les plantes :
eLa phytothérapie : I'utilisation des différentes parties des plantes (racine, feuilles,

fleurs...ou la plante entiére) sous différents formes galéniques.
eLa gemmothérapie : I’utilisation des bourgeons de la plante.

e ’aromathérapie : 'utilisation des huiles essentielles obtenues grace a divers procédés
d’extraction. (Vernex-Lozet, 2011).
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¢ Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits
sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. Ils sont

présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats... (Strang, 2006).

I1.2.3. Les intéréts de la phytothérapie
Tout d’abord, la phytothérapie est une indication de premier plan, c’est-a-dire

qu’elle peut représenter un mode thérapeutique a elle seule. On retrouve par exemple cela avec
le millepertuis dans la dépression légere, 1’aubépine dans les troubles mineurs du rythme
cardiaque, le ginkgo et la vigne rouge dans I’insuffisance veineuse, ou encore les plantes a
mucilages ou a dérivés anthracéniques dans la constipation . La phytothérapie est aussi utilisée
en thérapeutique de second plan, comme adjuvant en complément d’un traitement plus puissant.
Par exemple, dans le cas d’une hypertension artérielle mineure, on peut employer une préparation
a base des feuilles d’olivier en plus d’un traitement antihypertenseur. Enfin, la phytothérapie est
utilisée en traitement de troisieéme plan, en traitement de
terrain. Elle permet alors de prendre en charge une maladie dans sa globalité, et également en
prévention. C’est le cas par exemple pour I’utilisation de plantes immunostimulantes (comme
I’échinacée), ou encore des plantes riches en vitamines et oligoéléments (Duriez F, 2000).
Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par 1'industrie pharmaceutique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria ou sans la
Diagoxine qui soigne le cceur, ou encore 1'éphédrine que 1'on retrouve dans de nombreuses
prescriptions contre les rhumes (Iserin et al., 2001).

Le grand intérét de la phytothérapie est la bonne tolérance des plantes, lorsque celles-ci sont
utilisées aux bonnes posologies. De plus, I'utilisation des plantes en tant que médicaments est
souvent basée sur des observations empiriques et des traditions qui datent parfois de milliers
d’années. Les effets secondaires, le plus souvent peu marqués, sont donc généralement mieux

connus que pour les molécules de synthese (Arnal-Schnebelen, 2004).

I1.2.4. Composant a effet thérapeutique
Le composant a effet thérapeutique est une substance, ou un groupe de substances qui
est défini chimiquement, et dont la contribution a I’effet thérapeutique est connue (Anton R,

2003).
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I1.2.5. Drogue végétale

La drogue végétale est la substance de la plante fraiche ou desséchée, utilisée en
thérapeutique. Cette partie se trouve le plus souvent a I’état sec. On retrouve parfois la plante
entiere, mais le plus souvent ce sont des parties de plantes comme les fleurs, les fruits, les
feuilles, les sommités fleuries, la racine, 1’écorce. On retrouve également les exsudats comme
le latex, le baume, la gomme, mais qui ne doivent avoir subi aucun traitement. Les drogues
végétales sont définies par la dénomination scientifique (genre, espece, variété, auteur). On
les obtient a partir de plantes cultivées ou de plantes sauvages. Leur qualité est garantie si les
conditions de culture, de récolte, de collecte, de séchage, de fermentation, et de stockage, sont

respectées. On les identifie par identification macroscopique, microscopique (Bailleul, 2009).

I1.2.6. Préparation a base de drogue végétale

La préparation a base de drogue végétale est obtenue aprés que la drogue ait subi
divers traitements de fractionnement, de purification, ou de concentration, tels que la coupe
fine, le broyage, le tamisage, I’extraction par solvant, la distillation, 1’expression, ou encore
le fractionnement partiel. Les extraits, les teintures, les huiles essentielles, les huiles grasses,
certaines poudres, et certains jus végétaux, sont donc des préparations a base de drogue
végétale. Cependant, les composés purs, isolés, chimiquement définis et extraits des drogues
végétales (comme la rutine), ou méme les produits en mélange (comme les ginsénosides), ne
sont pas des préparations a base de drogue végétale, mais ce sont des produits purs. Ils ne font
donc pas partie de la réglementation de la phytothérapie. Par ailleurs, les solvants, les
diluants, et les conservateurs peuvent faire partie des composants des préparations a base de

drogue végétale. Mais leur présence doit étre indiquée (Bailleul, 2009).
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Chapitre III : Métabolites secondaires et pharmacodynamique

La plante est le siége d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthese de
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est 1i¢ aux conditions mémes de vie
de la plante : la plante doit faire face a de multiples agressions de 1’environnement dans lequel
elle vit : prédateurs, microorganismes pathogenes, etc. On congoit donc que la plante puisse
développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus
diverses pour se défendre : les métabolites secondaires.

La pharmacodynamie (discipline qui étudie 1’effet des médicaments sur I’organisme)
est utile pour justifier ’activité des principes actifs isolés ou associés. Par ailleurs, pour toute
utilisation de plantes, il faut recourir soit a des médecins soit a des pharmaciens compétents
dans ce domaine (Kansole, 2009).

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en 3 principales familles : les

alcaloides, les terpenes, et les polyphénols.

IIL.1. Les terpénes

Les terpénes (= Terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales,
impliqués ou non dans des fonctions métaboliques essentielles. L'étude de leur métabolisme
connait un regain d'intérét par suite du développement des méthodes analytiques auxquelles
est venu s'ajouter l'outil moléculaire (Paris et al, 1965). Ce sont des métabolites secondaires
résultant de la condensation d’unités isopréniques a 5 atomes de carbone (Bruneton, 1999).A
ce jour, avec plus de 30000 molécules identifiées, les terpénes constituent 1’une des plus
polymorphes et des plus grandes familles de composés naturels. La dénomination des
différentes classes de molécules terpéniques repose sur le nombre de motifs isoprénes
constituant leur squelette. Ainsi on rencontre :
- Monoterpénes qui comptent deux unités isoprenes soit 10 atomes de carbone
- Sesquiterpeénes qui contiennent 3 unités isoprénes soit 15 atomes de carbone
- Diterpenes qui comportent 4 unités isoprenes soit 20 atomes de carbone
- Sesterpénes qui comptent 25 atomes de carbone
- Triterpenes qui comportent 30 atomes de carbone

- Tétraterpénes qui contiennent 40 atomes de carbone.
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I11.2. les alcaloides

En général, ces composés possédent au moins un atome d’azote hétérocyclique.

Actuellement, la structure chimique d’environ 16 000 alcaloides est connue. Environ 20 % des

especes de plantes produisent des alcaloides. Ils ont une nature basique, présentant
généralement de puissants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux
trés actifs, dotés d'une action spécifique. La médecine les emploie le plus souvent a 1'état pur
et leur véritable valeur ne s'affirme qu'entre les mains du médecin car ils entrent dans la

composition de nombreux médicaments comme principe actif. Les plantes les utilisent pour la

plupart d’entre eux dans leur systéme de défense contre les herbivores et les pathogénes car

ces composés sont toxiques. Selon leur composition chimique et surtout leur structure
moléculaire, les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes :

»  des phénylalanines: capsaicine du piment, colchicine du colchique;

»  des alcaloides isoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et papavérine
contenues dans l'opium du pavot; et des alcaloides indoliques: ergométrine,
ergotamine, ergotoxine de l'ergot des céréales;

»  des alcaloides quinoléiques : tige feuillée de la rue commune;

»  des alcaloides pyrimidiques et pipéridimiques : ricinine du ricin, trigonelline du
fenugrec, conine (poison violent) de la cigué;

> des alcaloides dérivés du tropane : scopolamine et atropine de la belladone;

»  des alcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amere ou aconite (aconitine) par

exemple (Seghiri, 2005).

I11.3. Les composés phénoliques

C’est une vaste famille qui regroupe des composé€s non azotés présentant des cycles
aromatiques, le plus souvent solubles dans 1’eau et présents sous forme de glycoconjugués.
Elle comprend des petits composés biologiquement actifs comme 1’acide salicylique et
certaines isoflavones, des composés présents dans certaines huiles essentielles (en association
avec des terpenes a faible poids moléculaire), mais aussi des composé€s anti-nutritionnels
comme les tannins, et la lignine, un polymere de haut poids moléculaire formé a partir

d’unités dérivées de I’acide cinnamique.
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Les composés phénoliques ou les polyphénols sont I’un des plus importants groupes
rencontrés dans les plantes, ou leur distribution est considérablement large comprenant au
moins 8000 différentes structures connues (Bravo, 1998). Ces composés sont aussi un produit
du métabolisme secondaire des plantes. Ils présentent des effets anticarcinogénétique, anti
inflammatoire, anti athérogéne antithrombotique, modulations immunitaire et des activités
analgésiques (Tableau 1) et entre autres, ils exercent ces effets comme étant des antioxydants
(Catapano, 1998).

Les fonctions principales attribuées a ces polyphénols chez les végétaux sont la
protection contre les pathogénes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus

aux radiations UV. Dans ce cas, ils agissent par effet d'écran et par effet antioxydant aussi

(Lebham, 2005).

Tableau 1: Activités biologiques des composés polyphénoliques (Bahorun, 1997)

Polyphénols Activité

Antibacterienne
Antifongique
Antioxydante

Acides phénoliques(cinnamiques et
benzloques)

Coumarines ) )
Protectrice vasculaire et

antioedémateuse

Antitumorale
Anticarcinogéne
Flavonoides Anti-inflammatoire
Hypotenseur et diurétique
Antioxydante

Anthocyanes
Protectrice capillaro-veineux

Effets stabilisants sur le collagene
Antioxydante
Proanthocyanidines Antitumorale

Antifongique

Anti-inflammatoire

Tanins gallique et cathéchiques
Antioxydante
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En général, on peut les diviser en, au moins, 10 types selon leur structure de base : les phénols
simples, les acides phénoliques, les coumarines et les isocoumarines, les naphtoquinones, les
xanthones, les stilbénes, les anthraquinones, les lignines et les flavonoides qui constituent la

classe la plus importante des polyphénols avec plus de 5000 molécules déja décrite (Wollgast
et al., 2000).

I11.3.1. Biosynthése des polyphénols

La synthése des polyphénols suit généralement deux voies: la voie de shikimate et celle

du phénylpropanoide.

I11.3.1.1. La voie de shikimate

C’est la voie de biosynthése principale des composés aromatiques. Cette voie du
shikimate est tres spécifique des végétaux et conduit a la synthése des trois acides aminés
essentiels suivants : tryptophane, phénylalanine et tyrosine. Elle joue un rdle critique pour

contrdler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Figure 07) (Kening et al., 1995).
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Figure 7 : Schéma général de la voie de Shikimate (Floss, 1997).

I11.3.1.2. La voie des phénylpropanoides :

La voie de phénylpropanoide (Figure 08) commence par la phénylalanine (Phe) qui
fournit en plus des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides,
flavonoides, acide salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second
biopolymere le plus important apres la cellulose.
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Figure 8 : Schéma général de la voie de phénylpropanoide (Hoffmann et al, 2004)

En plus de la diversité structurale des composés polyphénoliques due a cette double
origine biosynthétique, la possibilit¢ d’une participation simultanée des deux voies dans
I’¢laboration de composés d’origine mixte : (les flavonoides) est considérablement accrue.

(Martin et al., 2002)

25



Métabolites secondaires et pharmacodynamique

I11.3.2. Principales classes des composés phénoliques
Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord par :
» La complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des formes trés
polymérisées)
» Le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de
méthylation, ...)
» Les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (
glucides, lipides, protéines ou autres métabolites secondaires pouvant étre ou non

des composés phénoliques)

I11.3.2.1. Les acides phénols
Les acides phénols (Figure 09) sont des dérivés de 1’acide cinnamique, et ’acide
benzoique. Ils possédent des propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques urinaires, anti

radicalaires, cholagogues, hépatoprotecteurs, Cholérétique, et immunostimulants (Bruneton,

1999).
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Figure 09 : Structures de quelques acides phénols (Gonzalez et al., 1997)

I11.3.2.2. Les coumarines

Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide cinnamique, I’acide
P-coumarique (Figure 10). Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants
organiques tels que I’éther ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Elles ont
un spectre UV caractéristique.

Les coumarines (Tableau 02) présentent des effets cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur),
hypotensives, elles sont aussi bénéfiques en cas de affections cutanées. (Gonzalez-Gallego et

al., 2007).
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Rg

Figure 10 : structure de base des coumarines

(Gonzalez-Gallego et al., 2007)

Tableau 2: Quelques exemples de coumarines

Nom de coumarine Rg R, Rg
Ombelliférone H OH H
Herniarine H OCHj; H
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCHj; OH H
Scopanone OCH; OCH; H
Fraxétol OCH; OCH; OH
I11.3.2.3. Les tanins

Les tanins sont des polyphénols que 1'on trouve dans de nombreux végétaux et surtout
les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est
formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur
degré d’oxydation (Figure 11) (Hemingway, 1992). Caractérisées par leur astringence, ils ont
la propriété de précipiter les protéines (fongiques ou virales) et les métaux lourds. Ils
favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse, tonifient la
peau dans le cas des rides. IIs sont abondants dans les organes végétaux jeunes. Deux groupes
de tanins différents aussi bien par leur structure que par leur origine biogénétique sont
distingués : les tanins hydrolysables et les tanins vrais (non hydrolysables). Certains tanins

auraient des propriétés antioxydantes et batériostatiques (Nacoulma, 1996).
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138}
OH

H(j (:) !
\Q/\l | S
OH

Ri=R->=H : Afréléchol
R;=0OH : R,=H : Catéchol
Ri= R-= OH : Gallocatéchol

Figure 11 : Structure de base de quelques tanins.

I11.3.2.3.1 Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters du glucose et d’acides phénols que sont
I’acide gallique (tanins galliques) et ’acide ¢éllagique (tanins éllagiques). Leurs polymeres
sont appelés des tannoides. Ils sont caractéristiques des Angiospermes dicotylédones.

(Nacoulma, 1996).

I11.3.2.3.2. Les tanins non hydrolysables

Les tanins vrais, non hydrolysables sont des polyméres de flavonols (catéchols) et de
proanthocyanidols qui donnent par ébullition avec les acides minéraux dilués des composés
insolubles amorphes et de couleurs rouges appelés phlobaphénes ou rouge de tanins

(Nacoulma, 1996).

I11.3.2.4. Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme « flavedo », désignant la couche externe des
¢corces d'orange (Piquemal, 2008). Cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutot prété du flavus ; (flavus=jaune) (Karaali ef al., 2004 ; Malesev et al.,
2007).

Les flavonoides (Figure 12) ont été isolés par le scientifique Chervreul en 1814, mais
ont été réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés sous le nom de
vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins.
Cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne

correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances
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appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et al., 2001). Ce sont des pigments hydrosolubles
fréquents chez les végétaux et responsables de certaines colorations des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. Ils ont une origine biosynthétique commune. Les flavonoides sont connus
principalement pour leur activité antioxydante (Bruneton, 1999).

Ces substances sont accumulées dans différentes parties cellulaires et tissulaires de la plante
durant 'organogéneése et sous l'influence de plusieurs facteurs stimulants (Hutzler ef al., 1998)
Ils se présentent sous forme de génine ou d’hétéroside, plus la molécule est hydroxylée, et
plus le pH est €levé, plus la couleur est accentuée. 1l existe un grand nombre de flavonoides.
On les différencie par le nombre, la position et la nature des fonctions phénols et des fonctions
méthoxyles substituées sur le noyau, ainsi que par la position des sucres chez les hétérosides.

(Anton et al., 2003).

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges,
feuilles, fruits, graines, bois, pollen (Verhoeyen et al., 2002).

Ils peuvent aussi étre rencontrés dans certains boissons et chez certains fourrages (exemple:
trefle) (Urquiaga et al., 2000).

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis

migrent et se dissolvent dans les vacuoles (Piquemal, 2008).
La répartition de ces composés montre des accumulations trés localisées, généralement en
relation avec une fonction physiologique ou avec l’interaction de la plante avec son
environnement. Ainsi, les flavonoides qui ont une localisation épidermique ont un réle d'écran
vis-a-vis des rayonnements solaires, tandis que ceux qui sont impliqués dans les mécanismes
de défense ont plutot une localisation sous épidermique (Boudet, 2000).

Certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certains végétaux,
on trouvera par exemple, les flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja, les
anthocyanes, et les flavonols ont eux une large distribution dans les fruits et les légumes,
tandis que les chalcones se retrouvent plus fréquemment dans les pétales des fleurs, sont
considérés comme des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles et les

caroténoides (Lahouel, 2005 ; Piquemal, 2008).
I11.3.2.4.1.Biosynthése

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de I’acide

shikimique. Le précurseur de ces molécules est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme A
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synthétis¢ a partir de la phénylalanine (Bruneton, 1999). La voie biosynthétique de ces
Polyphénols est présentée dans la figure 13.

I11.3.4.2.2 Structure chimique :

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone (Milane,
2004) a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques, que
désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C
(Dacosta, 2003), portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides . On signale que le

noyau flavone est lui méme un dérivé du noyau flavane de base (figure12).

()
@ -

Figure 12 :schéma simplifié¢ des flavonoides (Milane, 2004)
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Figure 13 : La voie de biosynthése des flavonoides (Milane, 2004).
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Enfin, la famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui différent par leurs
structures chimiques: flavanols, flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et

anthocyanidines (Figure 14).

flavanone R3' flavone

flavanonol flavonol R3'

flavan 3-ol isoflavone

Figure 14 : Structure de quelques classes des flavonoides

(Gamet-Payrastre et al., 1999).

I11.3.2.4.3 Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces molécules faisant partie de la
famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiere visible, ce sont des pigments qui
colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Leur présence dans les plantes est

donc détectable a I'oeil nu. A l'origine de la couleur des fleurs, des fruits et des bais rouges ou
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bleues, elles sont généralement localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui
sont de véritables poches remplis d'eau. On trouve également les anthocynes dans les racines,
tiges, feuilles et graines. En automne, les couleurs caractéristiques des feuilles des arbres sont
du aux anthocyanes et aux caroténes qui ne sont plus masqués par la chlorophylle. Leur
structure de base est caractérisée par un noyau "flavon" généralement glucosylé en position
Cs. Les anthocyanes se différencient par leur degré d'hydroxylation et de méthylation, par la
nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. L'aglycone ou anthocyanidine
constitue le groupement chromophore du pigment (Figurel5) (Bessas et al.,

2007).

Figure 15: Structure générale des anthocyanes (Le cation flavylium) (EI kalamouni, 2010)

I11.3.2.4.4. Les flavonones et les flavonols

I1s représentent environ 80% des flavonoides connus. La principale activité attribuée a
ces flavonoides est une propriété vitaminique P veino-active. Ils diminuent la perméabilité des
capillaires sanguins et renforcent leur résistance. Souvent anti-inflammatoires, les flavonones
et les flavonols peuvent étre antiallergiques, hépato-protecteurs, antispasmodiques,

diurétiques, antibactériens, antiviraux (Bruneton, 1999)

I11.3.2.4.5. Les isoflavones

Leur distribution est restreinte et sont presque spécifiques des Fabaceae, de certaines
Mimosaceae et des Combretaceae (Bruneton, 1999).
Les plus représentés sont des isoflavonones, des isoflavenes, des isoflavanes. Ce sont des
phytoalexines (substances produites par la plante en réponse a une infection par un agent

pathogéne ; champignon par exemple). Ce sont donc des produits de défense naturelle, de

34



Métabolites secondaires et pharmacodynamique

puissants oestrogeénes, insecticides, antitumoraux, réducteurs des manifestations de la

ménopause (bouffée de chaleur).

I11.3.2.4.6. Propriétés des flavonoides

I11.3.2.4.6.1. Propriétés anti radicalaire

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux
flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut €tre expliquée par leur propriét¢ de donation
d'un atome d'hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction représentée
ci-dessous :

FLOH + Re —> FLO-* + RH (réaction de pi¢geage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle (FLO®),
ce dernier va subir un changement de structure par résonance ; redistribution des électrons
impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport
aux Re; en outre les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des
composés non réactif (Figure 16).
FLOe* + Re —> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)
FLOe* + FLO* —> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical) (Ami¢ et al., 2003)

_OH

P N,

o° e I
L o ¥

Figure 16 : Piégeage des espéces réactives dérivées de ’oxygene (Re) par les flavonoides et la

formation d'une structure stable (Tigwari, 2001).
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I11.3.2.4.6.2. Propriétés chélatrices des ions métalliques

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus biochimiques
et physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme d'action n'est
pas bien contrélé ces mémes ions peuvent étre a l'origine d'une peroxydation lipidique, un
stress oxydatif, ou une blessure des tissus, a titre d'exemple Cut? est un stimulateur de la
peroxydation des LDL (Tiqwari, 2001).

Grace a leur structure chimique spécifique, les flavonoides peuvent facilement chélater

les ions métalliques en créant des composés complexes inactifs. (MaleSev et al., 2007).

I11.3.2.4.6.3. Inhibition enzymatique

En régle générale, les flavonoides sont in vitro, des inhibiteurs enzymatiques de
I'histidine-décarboxylase par le quercétol ou la naringénine; 1’¢lastase; I’hyaluronidase, par
les flavones et surtout par les proantho-cyanidols; la phosphodiésterase de 1'AMPc;
l'aldoseréductase par le quercétiroside, ainsi que par des méthoxyflavones; la protéine-kinase,
notamment par le lutéolol; plusieurs flavonoides (cirsiliol, hypolaetine, etc.) sont de puissants
inhibiteurs de la 5-lipoxygénase. Quant a (lutéolol, apigénol, chrysine, etc.) inhibent la
cyclooxygénase (Bruneton, 1999).
Quelques flavonoides sont des inhibiteurs efficaces de la biosynthése des prostaglandines. Cet
effet est dii a I'inhibition de certains enzymes (lipoxygénase, phospholipase, cyclo-oxygénase)
impliquées dans leur biosynthése. L’activité anti-tumorale de plusieurs flavonoides
(pinostrobine, quercétine, morine, myricétine) est attribuée a leurs efficacité d’inhiber la
topoisomérase I et II. (Hodek et al., 2002).
Beaucoup d’efforts ont été fait pour la recherche des inhibiteurs efficaces de la tyrosinase,
I’enzyme clef dans la biosynthése de la mélanine. Les flavonoides présentent le groupe le plus
¢tudi¢ des polyphénols. Les résultats des travaux de Gao, et ses collaborateurs (Gao et al.,
2007), ont montré que les 5, 6,7-trihydroxy-flavones sont utiles en tant qu’agents de
dépigmentation. Plus rarement, les flavonoides peuvent stimuler une activité enzymatique :

c'est le cas de la proline-hydroxylase (Bruneton, 1999).

111.3.2.4.6.4. Propriétés anticancéreuses
Depuis longtemps, on associe le cancer et le type d'alimentation, de nombreux

chercheurs ont étudié le role des nutriments dans le développement des cancers. Plus
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récemment des recherches expérimentales suggérent que les flavonoides sont parmi les
substances susceptibles de retarder voire d'empécher I'apparition de certains cancers, tout en
réduisant d'une maniére spécifique les risques d'en avoir chez les sujets humains (Decloitre,
1993 ; Hertog, 1996). La plupart des flavonoides sont in vitro, antimutagenes ; a contrario,
quelques flavonols sont sur les mémes modeles mutageénes et un petit nombre d'entre eux sont
anticancérogenes et inhibiteurs de la croissance des cellules tumorales in vitro (Bruneton,
1999).

Des études montrent que certains flavonoides particulierement ; lutéoline, quercétine,
kaempférol, apigénine, et la taxifoline inhibent d'une fagon marquée la lipogenese des cellules
cancéreuses, d'autres flavonoides sont plutot capables d'induire I'apoptose. Les travaux
réalisés par Mahmoud et al/ (2000) in (Depeint et al., 2002), montraient que la curcumine
permet de prévenir la formation des tumeurs spontanées induites génétiquement. Ce méme
flavonoide réduit l'apparition des tumeurs de la peau induites chimiquement. La quercétine et
la rutine sont les deux flavonoides les plus conseillés pour prévenir l'apparition du cancer de
l'appareil gastro-intestinal tandis que l'apigénine avec la quercétine ont la capacité a inhiber la
phase de métastase. Toutefois, Caltagirone et al (2000) in (Depeint et al., 2002) signalaient
que I’inhibition des différents stades de développement de cancer est plutot assurée par tous
les flavonoides.

L'activité anticancéreuse des flavonoides est assurée par l'intervention de plusieurs

Meécanismes tel que : piégeage des radicaux libres, inhibition de la biosynthese de 1’acide
arachidonique, inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses soit par arrét du cycle
cellulaire, induction de [I’apoptose, et la formation d’un complexe inactif avec le

carcinogene.....etc.

I11.3.2.4.6.5. Activité anti inflammatoire

De nombreuses ¢tudes semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés anti
inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire
par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent €tre responsables des inflammations, ils
peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant 1'inflammation athérosclérosique en

inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires (Gonzalez-Gallego et al., 2007).

111.3.2.4.6.6. Effets cardiovasculaires
Récemment, beaucoup d'études se sont concentrées sur les effets cardiovasculaires des

flavonoides. Les rapports épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent avoir une
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incidence plus limitée en maladies du cceur, s'ils ont une ingestion diététique élevée en
flavonoides (Xu et al., 2007).

Parmi les 17 flavonoides examinés par Xu et al., (2007), les agents de relaxation
vasculaires les plus efficaces sont 1’apigénine, lutéoline, kaempferol et la génisteine. Cette

relaxation est attribuée a l'action directe des flavonoides sur le muscle lisse vasculaire.

I11.3.2.4.6.7. Propriétés antibactériennes

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre li¢ a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire.

(Cowan, 1999)

I11.3.2.4.6.8. Propriétés antivirales

Quercétine, apigénine, catéchine et hesperédine sont parmi les flavonoides caractérisés par
leurs propriétés antivirales contre onze types de virus. Les flavonoides aglycones pourvus
d’un groupement hydroxyle libre en C3 ont montré une bonne activité antivirale, les flavanes
sont généralement plus efficaces que les flavones et les flavanones contre HIV-1 et HIV-2

(Tapas et al., 2008)

111.3.2.4.6.9. Propriétés antiallergiques

Ces effets antiallergiques sont attribués a l'influence des flavonoides sur la production de
I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I'AMP cyclique la
phosphodiésterase, et ’ATPase Ca*t+ dépendante, responsables de la libération de 'histamine
a partir des monocytes et des basophiles. Par exemple, 'ATPase Ca®>+ dépendante dégrade
I'ATP produisant ainsi de I'énergie afin de faciliter I'absorption du calcium par les membranes
cellulaires, ce qui favorise la libération de I'histamine stockée dans les vésicules. En inactivant
cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d'action supérieur a celui du cromoglycate
de sodium utilis¢ comme médicament en empéchant la libération de l'histamine et d'autres

substances endogenes qui causent 1'asthme (Marfek, 2003)

I11.3.2.4.6.10. Les flavonoides sont des produits nutraceutiques
Le terme nutraceutique a ¢té intervenu en 1979 par Steph De Felice (Lin et al., 2006), il

s'agit d'une appellation commerciale élaborée par les industriels qui résulte de la contraction
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de "Nutrition" et de "Pharmaceutique" (Bietrix, 2004). Les nutraceutiques sont des compos¢s
qui n'ont pas une valeur calorique mais qui ont un réle fondamental pour ce qui concerne la
prévention de certaines pathologies (Teissedre et al., 2007).

Le role nutraceutique des polyphénols s'inscrit dans le cadre de ce que l'on appelle la nouvelle
pharmacie qui consiste a faire un traitement préventif et non curatif, il vaut mieux que le
médicament soit déja présent dans l'organisme prét a la défense apporté sous forme des
aliments fonctionnels capables de procurer des bienfaits physiologiques démontrés ou de
réduire les risques des maladies chroniques, en plus de remplir leurs fonctions nutritionnelles
de base dont la consommation des fruits et des 1égumes riches en composés bioactifs peut étre
une stratégie de prévention réaliste contre de nombreuses maladies majeures. Les produits
nutraceutiques fondamentaux des plantes sont les composés phénoliques, particulierement les

flavonoides en raison de leurs propriétés bénéfiques sur la santé¢ humaine.

I11.3.2.4.6.11. Activité antileishmanienne

En 2006, Tasdemir et al., ont procédé a I'¢tude in vitro et in vivo de plus d'une centaine de
flavonoides et composés dérivés. 21, d’entre eux sur les 105 étudiés, présentaient une 1Csg
inferieure a 3 pg/ml sur les amastigotes axéniques de l’espéce L. donovani. Parmi ces
composés, seule la quercétine a montré une activité in vivo sur les souris BALB/c, elle
entraine une diminution modérée de l'infection de 15,3 %. Deux glycosides de la quercétine
(le 3-O-o-L-arabinopyranosyl (1—2)-a-Lrhamnopyranoside de quercétine, et le 3-O-a-L-
rhamnopyranoside de quercétine ainsi que l'aglycone ont été isolés de Kalanchoe pinnata au
Brésil (Muzitano et al., 2006). Ces composes ont été évalués in vivo sur des souris BALB/c
infectées par L.amazonensis (Muzitano et al., 2009). La dose de flavonoides (per os) était de
16 mg/kg/jour. A cette dose, I’activité est équivalente a celle du PentostamR en terme de
charge parasitaire et meilleure quant au diametre des Iésions. L'action de ces flavonoides (les
deux premiers étant vraisemblablement métabolisés en aglycone active) se fait par inhibition
de la topoisomérase II parasitaire. Les résultats contradictoires obtenus par voie intra-
péritonéale (Tasdemir et al., 2006) ou voie orale (Muzitano et al., 2009) sont révélateurs des
difficultés rencontrées lors de 1'évaluation pharmacologique. Le tableau ci-dessous montre
quelques exemples des composés phénoliques et quelques flavonoides isolés a partir des
produits naturels ou des plantes qui présentent une activité antileishmanienne testés sur les
deux formes parasitaires promastigote et amastigote de diverses espéces de leishmania sp, ces

données sont collectées a partir des études antérieures.
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Polyphénols Nature du Espéce Référence
polyphénol leishmanienne
Amentoflavone Flavonoides L. donovani Chan-Bacab and
Pena-Rodriguez
(2001)
Betuletol flavonoides Leishmania sp. Morales et al. (2000)
Brachycoumarinone, 2- Coumarine L. major Oketch-Rabah et al.
cyclo epoxide (1998)
Brachycoumarinone, 2- Coumarine L. major Oketch-Rabah et al.
epicyclo epoxid (1997)
Bracteine Flavonoide L. donovani Kayser et al. (1999)
Chalcone, 20,60- Flavonoide L. amazonensis Torres-Santos et al.
dihydroxy-40-methoxy (1999)
Coumarine Coumarine L. amazonensis Bravo et al. (1999)
Licochalcone A Flavonoide L. donovani Chen et al. (1993)
L. major (1994) (1995)
Lutéoline Flavonoide L. donovani Mittra et al. (2000)
Podocarpusflavone A
Flavonoide L. donovani Chan-Bacab and
Pena-Rodriguez
(2001)
Podocarpusflavone B Flavonoide L. donovani Chan-Bacab and
Pena-Rodriguez
(2001)
Quercétine Flavonoide L. donovani Mittra et al. (2000)
Sulfuretine Flavonoide L. donovani Kayser et al. (1999)
La 2',6'-dihydroxy-4'- Flavonoide L. amazonensis Torres-

méthoxychalcone (DMC)

Santos et al., 1999
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I11.4. Méthodes d’analyse des substances naturelles

La chromatographie sur papier (ou chromatographie sur couche mince) est la méthode
la moins couteuse et la plus utilisée en matiére d’analyse des substances naturelles. Par
ailleurs, il faut noter qu’il existe des méthodes plus pointues et plus perfectionnées telles que

les méthodes HPLC (chromatographie liquide a haute performance) (Kansole, 2009).

I11.4.1. Extraction, isolement, identification des métabolites secondaires

Une étude phytochimique d’une plante passe impérativement par les étapes suivantes :
» Récolte de la plante
» Extraction
» Séparation et purification

» Identification structurale des produits isolés

I11.4.1.1. Récolte des plantes

Les especes sélectionnées sont collectées dans leur habitat naturel. La détermination
botanique des espéces est réalisée par des taxonomistes, le matériel végétal collecté sera séché
dans un endroit sec a I’ abri de la lumicre directe du soleil, aprés séchage le matériel végétale
est broyé, des tests préliminaires chromatographiques ou chimiques sont nécessaire pour avoir

une idée sur des produits que la plante accumule.

I11.4.1.2. Extraction

Dans la littérature, il existe différentes méthodes d’extraction, notamment les
flavonoides (Bruneton, 1999). Selon le schéma présenté par Lebreton et al, (1967)
I’extraction se fait comme suit :
» Macération répétée du matériel végétal dans une solution hydroalcoolique (méthanol ou
¢thanol a 70%), la macération peut se faire soit a la température ambiante ou par chauffage.
* Les solutions obtenues aprés chaque macération hydro-alcoolique sont concentrées ou
séchées, puis traitées avec de 1’eau bouillante.
On procede a des extractions successives de type liquide-liquide par des solvants de polarité
croissante. Les solvants les plus utilisés sont : I’hexane, et 1’éther dié¢thylique pour dégraisser
I’extrait obtenu, puis le chloroforme ou [D’acétate d’éthyle pour les aglycones et

monoglycosides, enfin le n-butanol pour les glycosides, les extraits obtenu sont évaporés a
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sec, pesés et sont préts pour des séparations chromatographiques. La figure, ci-dessous,

résume les différentes étapes précédentes :

Figure 17: Protocole générale d’extraction (Lebreton et al., 1967).
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Chapitre IV : Etude des plantes médicinales investiguées

IV.1. Apercu bibliographique sur les plantes médicinales ayant une activité

antileishmanienne

Le traitement de la leishmaniose est trés difficile a cause de la localisation
intramacrophagique de la forme infectieuse de la maladie. Les victimes de cette maladie,
présentant généralement une immunodéficience, sont incapables d’éliminer le parasite a
travers un mécanisme naturel de défense. En outre la mauvaise nutrition est associée dans
certains cas avec la leishmaniose (Carvalho et al., 2000; Torres-Santos et al., 1999).
Dans 1’absence d’un vaccin, il y a un besoin urgent d’avoir recours a des drogues pour
remplacer et/ou supplémenter ceux qui sont utilisés pour traiter la maladie. La majorité des
drogues utilisées cliniquement pour le traitement de la leishmaniose se basent sur les
molécules de I’antimoine pentavalent qui ont été¢ développés avant 1959. La toxicité de ces
agents et la persistance des effets secondaires (malgré la modification des doses et la durée de
traitement) présentent des inconvénients séveres. Les alternatives qui ont ét¢ découverts apres,
tel que I’Amphotéricine B et la pentamidine ont aussi donné des effets secondaires
indésirables pour les malades (Balana et al., 1998; Carvalho et al., 2000). Par ailleurs, les
extraits des plantes ou les molécules dérivées des plantes semblent étre une source de valeur
pour I’¢laboration des nouveaux agents médicaux ainsi que pour la recherche de nouveaux
mécanismes d’action (Carvalho et al., 2001; Kayser et al., 2001., Hoet et al 2004). Le besoin
urgent de traitements alternatifs a conduit a un programme de screening des produits naturels
a usage potentiel dans la thérapie de la leishmaniose (Tahir et al., 1998; Weniger et al., 2001;
Bhadra,1993).
Notre recherche bibliographique nous a permis d’établir une liste des produits naturels
évalués pour leur activité¢ antileishmanienne présentés dans le tableau 04. Ce dernier met en
exergue les familles des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle et les espéces

leishmaniennes ciblées par I’effet antileishmanien des extraits ou des produits bioactifs.
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Tableau 04 : Quelques plantes antileishmaniennes.

Famille Espece Fraction /molécule Espece Référence
leishmanienne
Agavaceae Yucca filamentosa | Ethanol extract L. amazonensis Plock et al.,(2001)
L.
Anacardiaceae Mangifera indica | Non connu* L.amazonensis El Rhaffari ef al,
(2002)
Pistacia atlantica Extraits phénoliques L.ma]or Maamri,(2009)
o L.infantum
et lipidiques
Annonaceae Annona glabra Non connu L. amazonensis Garcia et al.,
L. L. braziliensis (2012).
L.donovani
Annona glauca Extrait Waechter ef al.
Thonn. Dichloromethane (1998)
Annona muricata | Extrait de I’acétate L. braziliensis Jaramillo et
L. d’éthyle L. panamensis al.,(2000)
Annona Extrait Sahpaz et al.,
senegalensis Pers. | dichlorométhane Leishmania sp. (1996)
Annona aff- Extrait L. braziliensis Saez et al., (1998)
spraguei Saff. chloroformique L. infantum

Cardiopetalum
calophyllum
Schldl.

Duguetia spixiana
Mart.

Guatteria foliosa
Benth.

Guatteria
schoburgkiana
Mart.

Oxandra espintana
(Spruce) Baillon.

Xylopia aromatica
(Lam.) Mart.

Guatteria foliosa
Benth.

Fraction alcaloide

L. panamensis

L. amazonensis
L. braziliensis
L.donovani.

Fournet et al.,
(1994)
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Apiaceae Apium graveolens | Coumarine et L.amazonensis Brenzane et
L. I’extrait al.,(2007).
dichlorométhane
Apocynaceae Nerium oleander Non connu L.major El Rhaffari ef al,
L. L .tropica (2002).
Alstonia scholaris | Extrait ethanolique L.donovani. Singha et al.,
R. Br. (1992)
Holarrhena Extrait ethanolique L.donovani Kam et al., (1998)
curtisii
Picralima nitida Extrait éthanolique L.donovani Iwu et al., (1992)
Th. & H. Dur.
Araliaceae Hedera helix L. Extrait éthanolique L. amazonensis Fournet et al.,
(1994)
Oreopanax species | Extrait éthanolique L. braziliensis Fournet et al.,
(1994)
Asclepiadaceae Gongronema Extrait méthanolique | L. donovani Iwu et al. (1992)
latifolia Benth.
Periploca graeca | Extrait méthanolique | L. major Demirci et al.,
L. (1998)
Asteraceae Artemisia herba- Extrait aqueux et L.major Hatimi et al.,(2000)
alba Asso. I’huile essentielle L.tropica
Pentacalia L.amazonensis Morais et al.,
desiderabilis jacaranone (2012)
Calea montana Chromanones
Klatt .
Munnozia sesquiterpenes
hastifolia Poepp. lactone
Launea
arborescens L. Non connu
Anthemis stiparum | Non connu L.major El Rhaffari ef al,
Non connu L.tropica (2002)
Inula viscosa
Acanthospermum
hispidum DC.
Achyrocline Extrait L. amazonensis Fournet ef al.,
Sflaccida (Weinm.) | dichlorométhane L. braziliensis. (1994)
DC.

L.mexicana
mexicana

Bero et al.,(2011)
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Ageratina
pentlandiana
(DC) K. &R.

Cnicothamnus
lorentzii Griseb.

Inula montana L.

Echinacea
purpurea Moench

Jasonia glutinosa
DC.

Neurolaena lobata
R. Br.

Ophryosporus
piquerioides (DC.)
Benth

Perezia multiflora
Less. H. & B.

Pterocaulon

alopecuroideum
(Lam.)DC.

Senecio clivicolus
Wedd.

Stevia yaconensis
Hieron.

Vernonia
squamulosa Hook.
& Arn.

Extrait methanol

Sap

Extrait acétonique

Extrait ethanol

L. amazonensis
L. donovani
L. braziliensis

L. infantum

Lishmania sp

L. donovani

L. mexicana
L. braziliensis

L. amazonensis
L. braziliensis
L. donovani

Fournet et al.
,(1994)

. Lockman et al.,
(1991)

Fournet et
al.,(1994)

Martin et al.
,(1998)

Parnham, (1996)

Villaescusa et al.,
(1996)

Berger et al.,
(2001)

Fournet et
al.,(1994)

46




Etude des plantes investiguées

Werneria
nubigena H.B.K.

Xanthium
catharticum L.

Bambusinae Bambusa vulgaris | Extrait éthanolique L.chagasi da Rocha et al.,
(2009).
Berberis boliviana
Berberidaceae Lechl. Fraction alcaloide L. amazonensis Fournet et al.,
L. braziliensis (1994)
L.donovani.
Berberis
bumeliaefolia
Schum.
Berberis cf-
laurina Epl.
Berberis aff.
paucidentata
Rusby
Bignoniaceae Jacaranda copaia | triterpenes et des L. mexicana Sauvain, (1989)
(Aubl.) D. Don. dérivés de quinone amazonensis
Begonia parviflora | Jacaranone et dérivés Estevez, (2009)
Kigelia pinnata Non connu
DC. Moideen et
al.,(1997)
L. major
Brassicaceae Lepidium sativum | Non connu L.major El Rhaffari ef al,
L. L .tropica (2002)
Caricaceae Crotalaria retusa | Non connu Leishmania sp Estevez, (2009)
Chloranthaceae Hedyosmum sesquiterpenes Leishmania sp Estevez, (2009)
lechleri Solms. lactone
Clusiaceae Calophyllum Non connu L.amazonensis Garcia et al.,
brasiliense (2012).
Marila laxiflora Extrait de chlorure L. amazonensis Weniger et al.,
Rusby. de méthyléne L. braziliensis (2001)
Crassulaceae Bryophyllum Extrait aqueux L. amazonensis Da Silva et al.,
pinnatum Kurz. (1995)
Cupressaceae Juniperus Non connu L.major El Rhaffari ef al.,
oxycedrus L . L .tropica (2002)
Juniperus
Thurifera L.
Dilleniaceae Doliocarpus Extrait L. mexicana Sauvain et al.,
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dentatus Kubitzki. | chloroformique L. amazonensis (1996)
Euphorbiacées Pera benensis Non connu L.braziliensis Sauvain, (1989)
Jatropha isabellii | Non connu Leishmania sp
Hura crepitans
Non connu L.amazonensis Garcia et al.,
(2012).
Fabaceae Crotalaria barbata | Extrait éthanolique L.donovani Singha et al.,
R. Grah. . (1992)
Desmodium Extrait méthanolique Iwu et al,. (1992)
gangeticum L.
Fraction de saponine
Periandra Santo et al., (1997)
mediterranea
Taub.
Fagaceae Quercus Non connu L.major El Rhaffari et al.,
rotundifolia Lamk L .tropica (2002)
Gentianaceae Swertia chirata Extrait éthanolique L. donovani Singha et al.,
Buch. Ham. Ex (1992)
Wall.
Geraniaceae Pelargonium Non connu L.major El Rhaffari et al.,
odoratissimum L. L .tropica (2002)
Lamiaceae Salvia cilicica 7-hydroxy-12- Lesihmania sp Tan et al., 2002.

Salvia clandestina
Batt.

methoxy-20-
norabieta-
1,5(10),7,9,12-
pentaene-6,14-dione

abieta-8,12-dien-
11,14-dione

oleanolic acid
ursolic acid
ferruginol
inuroyoleanol

cryptanol

non connu

L.major
L.tropica

El Rhaffari et al.,
(2002)
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Ajugea iva L.
Schreb

Lavandula
multifida L.

Marrubium
vulgare L.

Mentha pulegium
L.

Ocimum basilicum
L.

Oreganum
compactum Benth.

Rosmarinus
officinalis L.

Thymus
satureioides

Hyptis lacustris A.

Estevez, (2009)

Lauraceae Cinnamumum Non connu L major El Rhaffari et al.,
zeylanicum Nees. L tropica (2002)
Liliaceae Allium sativum L. | Non connu L.major El Rhaffari ef al.,
L .tropica (2002).
Allium cepa L.
Allium sativum L. | Non connu L. major Ghazanfari et al.,
(2000)
Lythraceae Lawsonia inermis | Non connu L.major El Rhaffari ez al.,
L. L .tropica (2002)
Loranthaceae Piper hispidum Non connu Leishmania sp Estevez, (2009)
var.hispidum Sw
Piper strigosum Non connu
Trel.
Piper spl. Non connu
Piper dennisii Non connu
Trel.
Meliaceae Azadirachta indica | Extrait méthanolique | L. major Tahir et al., (1998)
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A. Juss.

Guarea polymera
Little.

Khaya
senegalensis A.
Juss.

Chlorure de
Methyléne

L. amazonensis
L. braziliensis

L.donovani.

Weniger et al.,
(2001)

Abreu et al.,(1999)

Menispermaceae Abuta pahni Mart. | Fraction alcaloide L. amazonensis Fournet et al.,
L. braziliensis (1994)
Abuta rufescens
Aublet
Anomospermum
bolivianum Kruk. | Extrait éthanolique L.donovani Singha et al.,
& Mold. (1992)
Tinospora
cordifolia (Willd.)
Hook.f. & Thoms.
Myrsinaceae Mpyrsine pellucida | Extrait éthanolique L. braziliensis Lavaud et al.,
Spreng. (1994)
Myrtaceae Eucalyptus Sp Non connu L.major El Rhaffari et al,,
L .tropica (2002)
Myrtus Non connu
communis L.
Non connu
Eugenia
caryophyllata
Thunb.
Oleaceae Olea europea L. Non connu L.major El Rhaffari et al,,
L .tropica (2002)
Papaveraceae Bocconia Fraction alcaloide L. amazonensis Fournet et al.,
integrifolia H and L. braziliensis (1994)
B. L. donovani
Bocconia pearcei
Hutch.
Phytolaccaceae Phytolacca Extrait butanolique L. enriettii Lemma et al.,
dodecandra (1972)
L’Herit.
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Piperaceae Cestrum chalcone, amide Leishmania sp Estevez, (2009)
racemosum
Solanum chalcone, amide
peruvianum L.
Capsicum annuum | chalcone, amide
L.
Capsicum chalcone, amide
frutescens L.
Peperomia Extrait éthanolique L. amazonensis Mabhiou et al.,
galioides H. B. & | Extrait éther de L. braziliensis (1995)
K. pétrole L. chagasi
L. donovani
Piper aduncum L. Extrait éther de L. amazonensis Torres-Santos et al.,
pétrole L. braziliensis (1999)
L. donovani
Plantaginaceae Plantago Non connu L.major El Rhaffari et al.,
amplexicaulis Cav. L .tropica (2002)
Punicaceae Punica granatum Non connu L.amazonensis Garcia et al.,
L. (2012).
Rannunculaceae Nigella sativa L. Non connu L.major El Rhaffari et al,,
L .tropica (2002)
Rosaceae Malus communis Non connu L.major El Rhaffari et al.,
(D.C) L .tropica (2002)
Rosa Sp
Rubiaceae Faramea Fractions acétate L.mexicana Sauvain, (1989)
guianensis d'éthyle et chlorure L.amazonensis
de méthyléne
Rutacées Galipea longiflora | Non connu L. braziliensis Sauvain, (1989)
L. amazonensis
L.donovani
Citrus aurantium Non connu L.major El Rhaffari ef al,
L L.tropica (2002)
Citrus limon L. Non connu
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Scrophulariaceae Conobea Extrait de chlorure L. amazonensis Weniger et al.,
scoparioides de méthyléne L. braziliensis (2001)
Cham. &
Schitdl. Benth.
Picrorhiza kurroa | Extrait éthanolique L. donovani Mittal et al., (1998)
Royle, ex Benth.
Scrophularia Martin et al.,
scorodonia L. Extrait méthanolique (1998)
Simaroubaceae Simarouba glauca | Non connu L.amazonensis Garcia et al.,
(2012).
Sterculiaceae Cola attiensis Extrait L. donovani Iwu et al., (1992)
Aubrev. & Pellegr. | chloroformique
Ulmacées Ampelocera Non connu L.braziliensis Fournet et
edentula Kuhlm al.,(1994)
Verbenaceae Hedychium Non connu Leishmania sp Estevez, (2009)
coronarium J.
Konig .
Renealmia alpinia | Non connu L.major El Rhaffari ef al,
(Rottb.) Maas L .tropica (2002)
Renealmia
thyrsoidea Non connu
Nyctanthes
arbortristis Extrait éthanolique L.. donovani Rathore et al.,
(1989)
Vitex heterophylla
Migq. Extrait éthanolique L.. donovani Bhakuni et al.,
(1988)
Zingiberaceae Carica papaya L. | Aryle-heptanoide Leishmania sp Estevez, (2009)

Aryle-heptanoide

aryle-heptanoide
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IV.2. Généralités sur les Lamiaceae

La famille des Lamiaceae ou Labiae (Jussieu) est une famille de plantes herbacées a
buissonnantes (rarement arbustives : Hyptis). Elle contient plus de 250 genres et prés de 7000
especes (Cantino, 1999) qui se repartissent sur tout le globe, mais principalement du bassin
méditerranéen a 1’Asie Centrale. Cette famille est connue depuis longtemps a cause des
propriétés médicinales, aromatiques des plantes qu’elle renferme. Riches en plantes
aromatiques, les Lamiaceae ne comptent que peu de tubercules (Solenostemon rotundifolius
(Poir.) J. K. Morton,...).

Les Lamiaceae fructifient en donnant des tétrakénes (4 graines regroupées au fond du
calice). Les tiges (jeunes) ont une section carrée (sauf quelques rares cas). Sur les nceuds
apparents, les feuilles sont opposées (parfois verticillées) souvent décussées, et quasiment
toujours entieres. Elles ne possedent jamais de stipules et elles sont souvent odorantes et
couvertes de poils sécréteurs (monocellulaires). La formule florale des Lamiaceae est : 5(S) +

5(P) + 4(E) + 2(C) ; (S: sépales ; P : pétales ; E : étamines, C : carpelles).

La place des Lamiacées dans la classification systématique botanique APGII

(Angiosperm phylogeny group) est la suivante (APGII, 2002; Guignard, 2001; Bray 2005) :

- Ordre Lamiales (17800 espéces regroupées en vingt familles)
- Embranchement Spermatophytae

- Sous-embranchement Angiospermae

- Classe Dicotyledonae

- Sous Classe Asteropsidae

- Groupe Euasterideae

- Super-ordre Lamianeae

- Ordre Lamiale

- Famille Lamiaceae

La famille des Lamiaceae est une famille de plantes angiospermes dicotylédones a
fleurs gamopétales irréguliéres qui regroupe surtout des plantes herbacées et sous-arbustives
réparties dans le monde entier. Les Lamiacées herbacées, annuelles ou vivaces, par exemple
les Thyms, les Lavandes, les Romarins elles sont surtout abondants dans les régions
méditerranéennes (Moreau, 1960).
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La sous famille des Lamioides est un groupe monophylétique, établi par la constatation de

similitudes dans les caractéres de ’ADN de différents genres tels que Lamium, Stachys,

Galeopsis (judd, 2002).

IV. 2. 1. Présentation du genre Salvia

Le genre Salvia (sauge) de la famille des Lamiacées comprend environ 900 espéces et
qui manifeste des variations morphologiques et génétiques selon leurs origines géographiques
Mirjalili et al., 2006). Quelques plantes de ce genre sont importantes en économie
puisqu’elles sont utilisées comme des épices, des saveurs, en cosmétiques et parfumerie

comme en pharmacie industrielle (Glisic et al., 2009).

IV.2. 1. 1. Description botanique

Les plantes du genre Sal/via sont des arbustes ou plantes herbacées. Avec un calice
bilabi¢, variable, a lévre supérieure tridentée, l'inférieure bidentée. La corolle est bilabice.
Deux étamines, a filet court surmonté d'un long connectif & deux branches inégales 1'une
portant une loge de l'anthére et 'autre, le plus court, une écaille, ou bien terminé en pointe.

Les plantes de ce genre sont annuelles, ou vivaces a tiges herbacées. (Quezel ef al., 1963).

IV.2. 1. 2. Habitat
Le genre Salvia est répandu largement dans le monde entier. Son habitat type est les
pelouses basophiles mésoméditerranéennes, mésoxérophiles. On la retrouve dans toutes les

zones tempérées, sur des sols bien drainés et les sites doivent étre bien ensoleillés

IV. 2. 1. 3. Principes actifs

Les plantes de ce genre sont une source tres riche en polyphénols, flavonoides, et les
acides phénoliques, flavones, et flavonols, leurs glycosides constituent la majorité des
flavonoides répertoriés dans ce genre. Les anthocyannes malonylés sont abondants chez les
especes de Salvia a fleurs rouges et bleues. La présence des tannins condensées
(proanthocyanidines) dans le genre Salvia n’a pas été démontré les acides phénoliques sont
exclusivement basé sur la présence de I’acide caféique (Y.rong et al, 2001). Elles
contiennent aussi des terpenoides particulierement les diterpénes du type abietane (Gonzalez

etal., 1989).
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IV.2. 1. 4. Propriétés pharmacologiques

Plusieurs extraits des espéces de genre Salvia ont été examinés pour un nombre
d’activités biologiques notamment les activités antimicrobiennes, anti inflammatoires, anti
cancereuse (Johnson, 2011) , antioxydante, spasmolytique, cholinergique, et citoprotection.et
aussi pour le traitement du cancer, la malaria, perte de mémoire, et antipaludique,
analgésique, antipyrétique. Antioxydant (Cuvelier et al., 1994 ; Lima et al., 2007).
Anti hyperglycemique (Alarcon-Aguilar et al., 2002). anti-Helicobacter pylori (Cwikla et al.,
2010).

IV.2. 1. 5. Présentation de I’espéce Salvia aurasiaca
Caractérisées par des fleurs blanches ou rosées, les tiges et les inflorescences sont visqueuses
et trés ramifiées et étalées, les bractées florales sont trés variables, le calice a dents
courtement épineuses. Cette plante est abondante dans les hauts plateaux algériens.

La Classification de I’espece S. aurasiaca est la suivante (Judd 2002; Guignard, 2001).

- Embranchement Spermatophytae (Plantes a graines).

- Sous-embranchement Angiospermae (graines protégées) ou plantes a fleurs
- Classe Dicotyledonae (Eudicots) ou dicotylédones vrais

- Sous Classe Asteropsidae

- Groupe Euasterideae

- Super-ordre Lamianeae

- Ordre Lamiale

- Famille Lamiaceae

- Genre Salvia

- Espéces Salvia argentae, Salvia aurasiaca

IV.2 .2. Présentation du genre Stachys L
Le genre  Stachys  (Epiaire), est l'un desplus grands  genres de
Lamiaceae, contenant prés de 270 especes a travers le monde. (Rechinger et al., 1982). Ce
genre représente 14 especes de plantes vivaces répandues dans 1’Algérie, 4 d’entre elles sont

endémiques.
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IV.2.2.1. Aspect botanique
Plantes annuelles a racines gréles, dépourvues de rejets stériles. Plantes vivaces a

souche épaisse émettant en général des rejets stérols (Quezel et al., 1963).

IV. 2. 2. 2. Habitat
Le genre Stachys est répandu dans une grande partie du globe, diversifié dans
les régions tempérées chaudes dela Méditerranée et Asie Sud Ouestet des centres

secondaires dans le nord et 'Amérique du Sud et en Afrique centrale. (Rechinger et al., 1982).

IV. 2. 2. 3. Principes actifs

La recherche bibliographique réalisée sur le genre Stachys montre sa richesse en
composés phénoliques de type flavonique, les terpéne, et phényléthanoides (Laggoune ,2011).

La plupart des flavonoides isolés du genre Stachys sont des flavonoides glycosylés
(contiennent des hétérosides ). 87 composés au total sont répertoriées, toutes ces molécules
sont glycosylées: 59 flavones, 04 flavonols glycosylés et un biflavonoide. Concernant les
aglycones, nous avons recensé¢ 12 flavones et 09 flavonols . Seulement deux flavanones sont
répertoriées : La naringénine a été isolée de ’espece S. aegyptiaca L. et I’eriodictyol qui a été
isolé de I’espece S. swainsonii subsp. Swainsonii et subsp. Argolica.

(Laggoune, 2011).

IV. 2. 2. 4. Propriétés pharmacologiques

La recherche bibliographique menée sur 1’intérét biologique des especes du genre
Stachys montre qu’elles ont des propriétés thérapeutiques et sont utilisées en médecine
traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples d’especes de trés grande
importance pharmacologique :
- Les plantes de ce genre ont longtemps été appliquées dans la médecine populaire pour traiter
des tumeurs des organes génitaux, des tumeurs inflammatoires, des ulceres et la toux (Duke,
1986).
- Des études pharmacologiques ont confirmé que les extraits de plantes ou de composants
appartenant au genre Stachys exercent diverses activités : anti-inflammatoire et
antinéphrétique (Hayashi et al., 1994, Skaltsa et al., 2000), effet sur la hyaluronidase (Takeda
et al., 1985), hypotensive (Takeda et al., 1997), antibactérienne (Skaltsa et al., 1999), anti-
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inflammatoire, antitoxique (Zinchenko et al., 1981), antihépatique (Savchenko et al, 1978) et

anti-anoxie (Yamabhara et al., 1990).

IV. 2.2.5. Présentation de I’espéce Stachys guyoniana
C’est une plante qui appartient au genre Stachys, et qui se trouve exclusivement en
Algérie. Elle présente des akénes grisatres, fortement ruguleux, a tiges prostrées flexueuses.
Feuilles longues au plus de 3-4 cm. Calices fructiféres régulierement campanulacées cette
plante annuelle pousse sur les roches calcaires. Elle se trouve surtout dans la région de
I’Aurés et les montagnes du Hodna (Quezel et al., 1963). Sa classification est la suivante

(Judd, 2002; guignard, 2001) :

- Embranchement Spermatophytae

- Sous-embranchement Angiospermae

- Classe Dicotyledonae

- Sous Classe Asteropsidae

- Groupe Euasterideae

- Super-ordre Lamianeae

- Ordre Lamiale

- Famille Lamiaceae

- Genre Stachys

- Espece Stachys guyoniana Noé

La répartition géographique des plantes investiguées est illustrée par la figure 18.
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Figure 18: La distribution géographique des deux espéces S.guyoniana et S.aurasiaca

(http://'www.gwannon.com/species/Stachys-guyoniana).
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Matériel et méthodes Etude phytochimique des espeéces S. aurasiaca et St.guyoniana

Chapitrel: Etude phytochimique des especes.S. aurasiacaet St. guyoniana

I.1. Récolte du matériel végétal

I.1.1. La plante Salvia aurasiaca

La plante a été récoltée de la région d’Ain El Bey Constantine au mois de mai 2008.
Apres séchage dans un endroit sec a I’abri des rayons solaires, afin de préserver au maximum
I’intégrité des molécules, les parties aériennes ont été coupées en petits morceaux, et broyées

grossiérement dans un moulin électrique, puis pesées.

I.1.2. La plante Stachys guyoniana

La plante a été récoltée de la région des hauts plateaux d’El Mansoura Constantine au
mois de juin 2011.Aprés séchage dans un endroit sec a I’abri des rayons solaires, afin de
préserver au maximum ’intégrité des molécules, les parties aériennes sont été coupées en

petits morceaux, et broyées grossierement dans un moulin électrique, puis pesées.

L.2. L’extraction

116g de la matiére végétale subit une macération dans un mélange hydroalcoolique
(EtOH/H,O: 7/3, v/v), pendant 72 heures, répétés chaque 24 le premier extrait récupéré filtré
puis concentré sous pression réduite. La macération est répétée (3x 24 heures) avec
renouvellement du solvant. Les trois extraits hydroalcooliques récupérés sont réunis et
concentrés a sec. L’extrait brut est trait¢ avec une quantité¢ d’eau bouillante, pour assurer la
récupération des composés restés accolés a la paroi du ballon d’évaporation, la solution
obtenue est laissée au repos pendant une nuit pour décantation. Celle-ci permet le dépdt de la
chlorophylle, des cires, du sable, des résines, etc..... apres filtration, on obtient une solution
aqueuse.

A l’aide d’une ampoule a décanter de 1L, nous avons procédé a des extractions
successives de type liquide-liquide, par affrontement a des solvants organiques de polarité
croissante :

» L’éther de pétrole qui permet d’éliminer les mati¢res grasses, les chlorophylles, et les

impuretés.

» Le chloroforme qui permet I’extraction des aglycones méthoxylés et peu hydroxylés
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» Lacétate d’éthyle qui permet I’extraction des aglycones polyhydroxylés et
monoglycosylés et partiellement les diglycosylés
» et derniérement le n-butanol qui accéde aux hétérosides polyglycosylés et aussi les
hétérosides de type C-glycosyle.
La phase aqueuse et le solvant sont agités énergiquement puis laissés au repos pendant 30
minutes, la phase aqueuse (qui est au fond de I’ampoule) et la phase chargée de molécules
spécifiques sont récupérées séparément. Les 4 phases organiques récupérés sont évaporées sous
pression réduite, et pesées, puis reprises par 10 ml du méthanol, les extraits obtenus sont ensuite

stockés a une température ambiante jusqu'a leur utilisation.
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Matériel végétal sec et broyé (116 g)

Macération avec éthanol/eau (v/v:7/3)
Chaque 24h (répétée 3 fois)

Filtration et évaporation a sec

4
Extrait brut

Addition d’eau distillée

Solution aqueuse
— Affrontement a I’éther de pétrole

Affrontement au chloroforme B v

Affrontement a

Evaporation a sec
I’acétate d’éthyle —l

Evaporation a sec
Phase aqueuse

Affrontement a n butanol

Extrait chloroformique(1.96g)

Evaporation h sec

v v v
|| Extrait butanolique (5.19g) || Extrait acétate (2.95 g) Extrait ether de pétrole (0.10g)

Figure 19: Schéma de I’extraction de 1’espéce Salvia aurasiaca.
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Les extraits butanoliques et acétate d’éthyle des deux plantes étudiés ont été choisi pour étre
étudié sur le plan chimique, et biologique, a cause des solvants d’extraction utilisés et qui
assurent la solubilisation de différentes classes des flavonoides.

» Phase acétate d’éthyle de Stachys guyoniana : EASG

» Phase butanolique de Stachys guyoniana : EBSG

» Phase acétate d’éthyle de Salvia aurasiaca : EASA

» Phase butanolique de Salvia aurasiaca : EBSA

1.3. Dosages des polyphénols totaux des extraits

Le dosage des polyphénols totaux de nos extraits a été effectue selon la méthode du
réactif colorimétrique Folin-Ciocalteu (Kujala et al., 2000).
Pour effectuer les mesures, nous avons suivi le protocole décrit dans la Pharmacopée
Européenne (2001). Cette méthode de mesure va nous permettre d’évaluer la quantité de
polyphénols totaux, contenus dans les extraits étudiés. Le taux de ces composés est déterminé
par rapport a une solution témoin de pyrogallol. La solution meére de chaque extrait est
préparée a partir de 4mg de D’extrait brut  diluée dans un mélange hydroalcoolique (H,O/Et

OH : v/v:13/2).

» Principe :
La teneur phénolique totale est habituellement déterminée avec des techniques
colorimétriques, avec le spectrophotométre UV-Vis, en utilisant 1’essai de Folin-Denis, ou
généralement Folin-Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif
acide phosphotungstique phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline

(Vuorela, 2005).
» Expression des résultats
La lecture se fait a I’aide d’un spectrophotomeétre a 760nm. Le taux des polyphénols totaux est

calculé a partir de la relation suivante

Polyphenols totaux(%) = 62.5 X DO¢cxt X Mpyr

DOpyr X Mex
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DO,y : absorbance de ’extrait.

DOy, : absorbance de pyrogallol.

Mgy - Mmasse de I’extrait.

my,: - masse de pyrogallol

Polyphenols totaux (%) = g/100g d’extrait équivalent pyrogallol.

La masse des extraits (mey) est calculée a partir de la relation suivante :

Mey = (My, X 25 % 50) /15 / m, : masse pesée.

Les résultats sont éxprimés en grammes d’équivalent de pyrogallol par 100 gramme

d’extrait : (g /100g) équiv.Pyrogallol.

I.4. Dosage des flavonoides

Les flavonoides contenus dans les extraits butanoliques et acétates, sont estimés par la
méthode) d'AICIz (Ayoola et al., 2008).

» Principe

La méthode de -chlorure d’aluminium est basée sur la formation d’un complexe

Flavonoides-aluminium, ce dernier a un maximum d’absorption 420nm.

» Expression des résultats
La quantification des flavonoides a ¢ét¢ faite en fonction d'une courbe de régression linéaire
d'étalonnage (y = a x + b) réalis¢ par un standard étalon "la quercétine” a différentes
concentrations (0.78-50 pg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats

sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g).

63



Matériel et méthodes Etude des activités biologiques

Chapitre 11 : Etude in vitro de P’activité anti leishmanienne

ILL.1. Matériel biologique

II.1.1. Parasites

» Les promastigotes
Les souches faisant I’objet de notre étude, ont été obtenues a partir du service
écoépidémiologie parasitaire, de I’institut Pasteur d’Algérie. Les deux souches en question sont
les suivantes :
- La LIPA 32/06 : souche de référence de leishmania major.
- La LIPA 284 /11 : souche de référence de leishmania infantum.

II.1.1.2. Cellules Thp-1

Se sont des monocytes cancéreux des lignées humaines, commerciales.

11.1.1.3. Milieux de culture

> Culture sur milieu NNN : La culture sur milieu NNN biphasique NNN (Nicolle Mac Neal
Novy 1904), a pour but d’entretenir les souches étudiées. Elle assure la multiplication du parasite
sous sa forme extracellulaire (forme promastigote). Les deux souches sont cultivés sur milieu
NNN a pH 7,2 a 25°C.la prolifération sur milieu NNN nécessite 5 a 7 jours d’incubation,
pour cela les promastigotes sont repiqués chaque 5 jours sur le méme milieu apres vérifications

des cultures par examen directe de la suspension parasitaire.

» Culture sur milieu RPMI : Pour augmenter la densité de 1’inoculum, les
promastigotes sont repiqués sur Milieu RPMI  (Roswell Park Memorial Park Institut),
additionné de sérum veau feetal (SVF) 10% et des antibiotiques (pénicilline, streptomycine)
La culture est préparés dans des flacons de 25 cm® stériles est incubé a 25°C et renouvelé

chaque 5 jours apres vérification de cultures par examen directe de la suspension parasitaire.
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Ces deux cultures permettront aussi, de disposer de promastigotes qui pourront se transformer

en amastigotes avant infection intramacrophagique.
I1.1.2. Activité leishmanicide

I.1.2.1. Sur la forme promastigote

Le protocole a été optimisé par 1'unité de culture cellulaire de service éco- épidémiologie
parasitaire de I’institut pasteur d’Alger.

Pour ¢étudier la sensibilit¢ des leishmanies sous leur forme promastigotes aux extraits
testés, I’inoculum primaire des deux souches cultivées sur milieu RPMI enrichi de 10% de sérum
veau feetal est préparé dans des tubes coniques de 15 ml, puis ajusté a une concentration finale de
2.10° leishmanies/ml dans le méme milieu. L’ inoculum est ensuite réparti dans les puits de
plaques de culture cellulaire (96 puits par plaque) en présence des dilutions a 1: 2 des extraits
butanoliques et acétate d’éthyle des deux plantes étudiés : EASA, EASG, EBSA, EBSG, a
différentes concentrations en ordre décroissant : 200ug, 100ug, S0ug pour les deux souches
étudiées, et 25ug, 12.5ug, 6.25ug, 3.125ug, 1.5625ug pour la souche L.major. Les dilutions des
extraits ayant été préparées dans I’éthanol dilué a 1/100.

Des études antérieurs établies par (Hatimi ef al., 2000), ont montré que 1’éthanol, a une
concentration de 0.1%, semble étre sans aucun effet leishmanicide sur les leishmanies. C’est la
raison pour laquelle il a été utilis¢, comme diluant des extraits des plantes. La molécule de
référence, utilisée comme témoin positif, est I’amphotéricine B a une concentration de 2ug/ml. 1l
est a noter que la préparation des dilutions, des milieux de culture, des plaques, de I’inoculum, du
matériel s’opere dans des conditions aseptiques, a cause de la sensibilité de la culture des
leishmanies vis-a-vis des contaminations.

Les tests ont été réalisés en sextuplés pour chaque concentration, des différents extraits,
pour chaque souche. Concernant le comptage des promastigotes vivants, ce dernier a été effectué
simultanément, par deux techniques différentes :

- le test colorimétrique par MTT  (bromure de 3(4.5-diMéthylThiazol-2-yl)-2.5-diphényl
Tétrazolium),
- comptage sur cellule de Thomas.

La lecture se fait aprés 48 heures d’incubation pour L.major et 72 heures pour L. infantum a 25°C.
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I1.1.2.2. Test colorimétrique a la MTT

» Principe
L’activité¢ de la succinate déshydrogénase mitochondriale parasitaire permet de réduire le MTT en
formazan, transformant le MTT, de couleur jaune, en cristaux de formazan bleus dosables par
spectrophotométrie. Les DO observées sont directement proportionnelles au nombre de cellules

vivantes par puits (Sereno et al., 1997).

» Expression des résultats
A la fin d’incubation, du MTT est rajouté¢ (10 pul de MTT, 10 mg/ml) dans chaque puit durant
une période de 4 h. La réaction est arrétée par ajout de 200 ul de DMSO, Les densités optiques
(DO) sont lues apres 30 minutes d’incubation a température ambiante sur un lecteur de
microplaques-ELISA a 550nm.
La viabilité¢ de cellules est calculée apres conversion des DO en pourcentage de viabilité puis

comparés par la viabilité de la souche sans ajout des extraits.

» Calcul de 'ICs

L’ICs (concentration inhibant 50% de la croissance cellulaire) est déterminée en fonction du

pourcentage d’inhibition de la viabilité de la cellule aux concentrations de composés donnés.

DO controle - DO extraits x100 = % d’inhibition
DO contrdle

I1.1.2.3. Test de cytotoxicité
I1 s’agit de déterminer la cytotoxicité des composés sur des cellules Thp-1 (lignée

monocytaire humaine).

» Principe
L’évaluation de la cytotoxicité¢ des extraits sur des lignées cellulaires nous renseigne sur la
capacité¢ de ces extraits a bloquer les mécanismes de réplications de ces cellules (Estevez,
2009). On ajuste la culture monocytaire (Thp-1) a 5x10° cell/ml, le phorbol myristate acétate
(PMA) est ajouté pour assurer la différentiation des monocytes en macrophages.
Les cellules Thp-1 différenciées, préalablement adhérés dans les puits d’une plaque de culture

cellulaire de 96 puits, sont mises en présence des extraits a tester a 37°C et 5% (CO2) aprés deux
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lavages avec milieu RPMI1640. Les différentes concentrations des extraits (200, 100,50 et 25
pug/ml) dilués dans du Milieu RPMI 1640 complet, sont mis en contact durant 48 h avec les
cellules Thp-1. Les macrophages non traités ont été utilisés comme contréle négatif. La plaque
est incubée a 37°C a 5% de CO; pendant 5 jours avec renouvellement du milieu chaque

48heures.

» Expression des résultats
Les résultats sont révélés par le test colorimétrique MTT décrit ci-dessus.
La viabilité¢ de cellules est calculée aprés conversion des DO en pourcentage de viabilité puis

comparés par la viabilité de la souche sans ajout des extraits.
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Chapitre I: Etude phytochimique des espeéces S.aurasiaca et

St.guyoniana
I.1. L’extraction

L'extraction des parties aériennes de S.aurasiaca par macération dans le mélange
(EtOH/H,0: 7/3, v/v) et la partition entre les différents solvants nous ont permis d'obtenir les

quantités (g) récupérées de chaque phase, et leurs rendements comme indiqué dans le tableau

ci-dessous

Tableau 05 : Quantités et rendement des extraits organiques de I’espéce
Salvia aurasiaca.

Extrait Poids (g) Rendement (%)
Extrait aqueuse 12,27 10.57
Extrait ether de pétrole 0,12 0.10
Extrait chloroformique 1,96 1.69
Extrait acétate d’éthyle 2,95 2.54
Extrait butanolique 5,49 4.73

Il est & noter que les extraits de 1’espéce St.guyoniana ont été¢ extraits de la méme
méthode au laboratoire d’Obtention de Substances Thérapeutiques (LOST) de la faculté des

sciences exactes de 1’université Constantinel.

1.2. Dosage des polyphénols totaux

La méthode d'é¢valuation du contenu en composés phénoliques utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu est utilisée dans les laboratoires et donne des résultats fiables et reproductibles. Les
résultats sont exprimés dans les tableaux 08 et 09 pour chacune des espéces et la comparaison
entre les résultats des deux extraits chez les deux espéces dans la figure 21.
Une formule (indiquée précédemment) prend en compte la masse des extraits de plantes
¢tudiées ainsi que la masse et les caractéristiques physico-chimiques du pyrogallol nous a

permis de calculer directement le taux des polyphénols de chacun des extraits étudiés.
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Tableau 06 : Résultats de dosage des polyphénols totaux de I’espéce S. aurasiaca.

, ) DO Le taux des polyphénols totaux
Lextrait (g/100g équiv.Pyrogallol)
1.965 1.641
EASA 25.9140.38
EBSA 1.918 1.923
30.09+0.59
Pyrogallol 0.606 0.711

Les résultats de mesure de ’absorbance du pyrogallol ont été utilisés aussi bien pour les
calculs de taux des polyphénols des extraits EASA et EBSA de la plante S.aurasiaca que
pour les extrais EASG et EBSG de la plante St.guyoniana. Les mesures ont été effectuces

dans les mémes conditions opératoires pour les différents essais sur les extraits de chaque

espece.

Tableau 07: Résultats de dosage des polyphénols totaux de ’espéce St. guyoniana.

, ) DO Le taux des polyphénols totaux
Lextrait (g/100g équiv.Pyrogallol).
0.557 0.627
EASG 9.612 +0.968
EBSG 1.022 1.095
16.021 £ 0.493
Pyrogallol 0.606 0.711
— B S.qurasiaca
2 35 -
g 30 - W St.guyoniana
=1 25 -
o 20 -
s 15 -
85
= 10 -
=
s s
0~ | |
Extrait butanolique Extrait acetate

Figure 20 : Comparaison entre le contenu polyphénolique des phases des especes S. aurasiaca et St.

guyoniana.
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D’aprés les résultats obtenus, on peut déduire que les deux plantes posseédent des teneurs en
polyphénols importantes. Généralement, toutes les plantes de la famille des Lamiaceae sont
connues pour leurs richesse en composés phénoliques (Gortzi et al., 2007, Fecka et al.,
2008).

L’extrait EBSA présente la valeur la plus élevée avec une teneur 30.09+0.59 g/100g
équiv.Pyrogallol, tandis que I’extrait EASA vient en seconde position avec une teneur de
25.91+0.38 g/100g équiv.Pyrogallol

L’extrait EASG présente une valeur de 9.612 + 0.968 g/100g équiv.Pyrogallol, alors
que I’extrait EBSG présente 16.02 + 0.493 g/100g équiv.Pyrogallol. Ces derni¢res sont
proches des résultats de Laggoune, (2011), qui indique que les extraits butanoliques des
especes St.circinata et St.mialhesi, présentent des teneurs de 14.5+ 0.1 et 17.9 £0.1 g/100g
équiv.Pyrogallol respectivement. Les résultats obtenus pour St.guyoniana paraissent faibles
en comparant avec les extraits phénoliques de ’espéce S.aurasiaca, cette derniére présente
des teneurs en polyphénols élevées (Figure 21).

Les ¢études de (Y.rong Lu et al., 2001), indiquent que le genre Salvia est une source tres riche
des polyphénols avec un nombre plus de 160 polyphénols identifiés et isolés de différentes
especes de ce genre.

Par ailleurs, la recherche bibliographique réalisée sur le genre Stachys montre la
diversité du contenu phénolique de type flavonique , ce qui est en corrélation avec les travaux
de certains auteurs (Marin et al., 2004 ; Skaltsa et al., 2006 ; Ahmed et al., 2005 ; Bishara et
al., 1976 ; Kostyuchenko et al.,1982 ; El-Ansari et al., 1991 ; Lenherr et al., 1984) qui
indiquent que le genre Stachys présente une grande variété des classes polyphénoliques
isolées et identifiées.

La teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinséques
(génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la maturité a la
récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al., 2008 ; Podsedek, 2007). La distribution
des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de la plante. Ceci peut
étre li¢ aux conditions climatiques rudes (la température élevée, exposition solaire,
sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que les

polyphénols (Falleh et al., 2008).
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I.3. Dosage des flavonoides

La raison principale pour laquelle on a choisi ces métabolites, réside dans

le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus

de 5000 composés déja décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006). Le dosage des flavonoides a

été réalisé selon la méthode d’AlCI3 en utilisant comme standard la quercétine (Figure 22), les

teneurs en flavonoides sont exprimées en mg EQ/g d’extrait. Les résultats sont répertoriés

dans le tableau 10 et la comparaison entre les résultats obtenus pour les phases des deux

especes et représentée dans la figure 23.

y =100,94x - 0,0128
2= 10,9836

1,4 1
=
£ 1,2 -
=}
S o1
f\é 0,8 -
"Og 0,6’
25 04 -
£,
S 02
< 0
0

0,005 0,01 0,015

Concentration de la solution de qurcétine (mg/ml)

Figure 21 : courbe d’étalonnage de la quercétine.

Tableau 08 : teneur en flavonoides des extraits butanolique et acétate de

et S.aurasiaca St. guyoniana.

Extrait Teneurs en flavonoides
(mg EQ/g) d’extrait.

EASA 65,0875 £ 14,72

EBSA 46.07+£2.53

EASG 42.0625 £ 0,79

EBSG 66.6875 + 5,17
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Figure 22 : Comparaison du contenu en flavonoides des extraits des espéces S.aurasiaca et St
guyoniana.
Les extraits EBSG et EASA présentent les teneurs les plus importantes en flavonoides, avec
66.68 = 5,179 et 65,0875 + 14,72 mg /g d’extrait en terme de quercétine équivalent
respectivement. Alors que les teneurs des extraits EBSA et EASG sont proches et moins
importantes que les deux extraits précédents avec des valeurs de 46.07+2.53 et 42.06 + 0,79
mg /g d’extrait en terme de quercétine équivalent respectivement. On remarque aussi que les
deux extraits pour chaque espece (extrait butanolique et extrait acétate) présentent des
teneurs différents, I’extrait EASA et plus riche que [’extrait EBSA et vis-versa pour I’espéce

St.guyoniana.

Selon les travaux antérieurs rapportés par la littérature (Marin et al., 2004 ; Skaltsa et
al., 2006 ; Ahmed et al., 2005 ; Bishara et al., 1976 ; Kostyuchenko et al., 1982 ; El-Ansari et
al., 1991 ; Lenherr et al., 1984 ; Nazemiyeh et al., 2006 ; Kotsos et al., 2007 ; Derkach et al.,
1980) le genre Salvia est riche en flavonoides. Ces derniers sont largement distribués chez les
especes de ce genre (Sagdullaeva et al., 1972; Smirnova et al., 1974; Adzet et al., 1987,
Ulubelen et al., 1990). Par ailleurs selon Elagoun, (2003), 1’acétate d’éthyle est utilisé pour
I’extraction des flavonoides aglycones ou mono O- glycosides et partiellement di-O-
glycosides, tandis que le n-butanol est utilis¢ pour I’extraction des flavonoides di-O-
glycosides et tri-glycosides et C-glycosides. En tenant compte de la sélectivité de chaque
solvant utilisé pour le fractionnement, on admet que ’espéce S.aurasiaca est riche en
aglycones et faiblement riche en flavonoides glycosylés. Nous pouvons donc dire que nos
résultats viennent corroborer les travaux de Lu et a/, (2002) qui indiquent que les phénols
glycosylés sont pas trés abondants chez le genre Salvia et que la majorité se sont des
aglycones. Ce qui n’est pas le cas pour I’espéce St. guyoniana qui semble moins riche en

aglycones, est plus riche en flavonoides glycosylés (Figure 23).
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Chapitre II : Etude des activités biologiques

II. 1.Activité antileishmanienne

I1.1.1. Effet leishmanicide des extraits phénoliques sur la forme promastigote
de L. major

La recherche des principes actifs extraits de plantes est guidée entierement par les
résultats des tests biologiques spécifiquement choisis. Des tests sur cultures cellulaires de
parasites sont disponibles pour évaluer l'effet des extraits ajoutés a la culture en phase
exponentielle aprés 48 heures de leur adjonction. Les résultats sont exprimés par la
concentration inhibitrice de 50% de la croissance parasitaire. L'ICso (ug/ml) est déterminée a
l'aide des pourcentages d'inhibition de différentes concentrations grace au logiciel Excel
(Tableau 10). La sensibilité du parasite vis-a-vis des extraits testés a été comparée par sa
sensibilit¢ par rapport a I’Amphotéricine B. Les résultats de 1’effet leishmanicide de la
premiere série de dilutions 200, 100, 50 pg/ml pour les quatre extraits EASA, EBSA, EASG,
EBSG sont représentés par les figures 29, 30, 31, 32, 33.

2,95
37 66 B [¢]=200pg/ml

254 24 g ® [c]=100pg/ml
' ,  ®[c]=50ug/ml

N
(2]
1

2 - 1,741,71’85

1,44

croissance leishmanienne (x10°
parasite/ml)

05 -

EASA EBSA EASG EBSG souche AmphB Diluant
pure [c]=2pg/ml (1%)

Figure 23 : Effet leishmanicide des extraits en fonction des différentes concentrations sur I’espéce

L.major
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Figure 24 : Effet leishmanicide de 1’extrait EASA en fonction de différentes concentrations

sur L.major.
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Figure 25 : Effet leishmanicide de 1’extrait EBSA en fonction de différentes concentrations

sur L.major.
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Figure 26 : Effet leishmanicide de 1’extrait EASG en fonction de différentes
concentrations sur L.major.
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Figure 27 : Effet leishmanicide de 1’extrait EBSG en fonction de différentes
concentrations sur L. major.

I1.1.1.1. Calcul d’ICs des extraits testés sur L. major

Les ICsy calculées a partir des courbes linéaires précédentes qui représentent le

pourcentage de viabilité parasitaire sont illustrées dans le tableau 10.

Tableau 09 : calculs de I’ICs, leishmanienne des différents extraits.

Extrait 1Cs de la croissance

leishmanienne (pg/ml)

EASA 381.9
EBSA >400
EASG 139.8
EBSG 62.58

La premicre série des dilutions a révélé que les extraits EASA et EBSA ne semblent avoir
aucun effet sur la forme promastigote de sur I’espece L. major avec des valeurs des ICs
¢levées 381.9 ug/ml et >400 pg/ml respectivement tandis que la croissance parasitaire en
présence des différentes concentrations de ces deux extraits varie de 1.85 x10° jusqu’a 3x10°

parasite/ml et qui est presque identique a la croissance de la souche pure avec une valeur de
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2.95x10° parasite/ml. L’extrait EBSA exprime une légére activité leishmanicide avec des taux
de croissance qui varie entre 1.75 & 1.85x10° parasite/ml, ce qui n’est pas significatif. Ces
résultats permettent de déduire que la plante Salvia aurasiaca ne semble pas présenter une

activité leishmanicide sur I’espéce L.major.

Quant aux extraits de la plante Stachys guyoniana, ces derniers ont montré une activité
leishmanicide sur I’espece L.major a partir de la premicre série des dilutions avec une I1Csy de

62.58 ng/ml et 139.8 ug/ml respectivement pour les extraits EBSG et EASG.

La croissance parasitaire en présence de I’Amphotéricine B a1.44 x10° parasite /ml est plus
importante que celle en présence de 1’extrait EBSG avec des valeurs entre 0.8 et 1 x10°
parasite/ml. On peut donc déduire que cet extrait semble étre plus actif que 1’ Amphotéricine B
sur la souche L.major. Par ailleurs 1’éthanol qui est utilis¢é comme diluant montre un effet
leishmanicide léger avec une croissance parasitaire de 2x 10° parasite/ml, ce qui est loin d’étre

significatif.

Les résultats obtenus nous ont conduit a préparer une deuxieme série de dilutions sur les
extraits EASG et EBSG de I’espéce Stachys guyoniana a cause de leur valeurs des I1Csy plus
ou moins faibles et pour une meilleure évaluation de leur activité¢ anti-leishmanienne. Les
dilutions effectuées sont les suivantes : 25 ; 12.5; 6.25; 3.125 et 1.5625 pg/ml. Les résultats
ont été¢ obtenus suite aux comptages a 1’aide de la méthode MTT (figure 34, 35), et les ICs

calculés sont présentés dans le tableau 11.
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Figure 28: Effet leishmanicide de I’extrait EASG en fonction de concentration sur L. major
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Figure 29 : Effet leishmanicide de I’extrait EBSG en fonction de concentration sur L. major

Tableau 10 : Calculs de I’ICs, leishmanienne des extraits EASG et EBSG

Extrait ICsp (ng/ml)
EASG 10.46
EBSG 19.10

Dans la deuxiéme série des dilutions Les extraits EASG et EBSG ont prouvé leur activité
antileishmanienne vis-a-vis de 1’espeéce Leishmania major. L’extrait EASG a montré une
importante activité vis-a-vis de la souche avec une ICsy de 10,46 pg/ml. L’extrait EBSG a
révélé une activité antileishmanienne pour la méme souche avec une 1Csy de 19.10 pg/ml sur

la forme promastigote aprés comptage par test MTT ce qui confirme les résultats de la

premicre série de dilutions.

A partir de ces résultats on peut déduire que les extraits phénoliques de la plante Stachys
guyoniana (extrait butanolique et extrait acétate) présentent une activité leishmanicide contre

I’espece L.major espéce incriminée dans la leishmaniose cutanée en Algérie.

La différence entre les ICsy des deux séries de dilutions pourrait probablement étre due a
’utilisation des deux techniques de comptage différentes (cellule de Thoma et test MTT)

dans les deux séries de dilution, et aux erreurs lors de manipulation.
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Bien que notre espéce, S.aurasiaca, n’exerce aucune activité antileishmanienne détectable,
cependant il a été démontré par Tan et al., (2002) que des especes du méme genre, telle que
S.cilicica, contenaient des molécules bioactives leishmanicides. Par ailleurs, une étude
ethnobotanique effectuée par El Rhaffari et al, (2002) au Maroc, a montré 1’utilisation de
I’espece S.clandestina Batt, du méme genre Salvia, dans le traitement traditionnelle de la
leishmaniose ainsi que d’autres especes. Ces dernicres ont ét¢ utilisées apreés décoction pour
le ringage, le nettoyage, 1’¢loignement des anophé¢les, maturation des boutons et pour
I’inhibition des surinfections.

Il est a noter que parmi la flore végétale maghrébine, la plante Artemesia herba- alba Asso de
la famille des Asteraceae est tres utilisée dans la médecine traditionnelle et a montré une
activité leishmanicide vis-a-vis de deux especes de Leishmania (L. tropica et L. major) avec
des ICsg de 2pg/ml et 4pg/ml (Hatimi et al., 2000). Ces résultats sont proches de ceux obtenus
dans notre étude, d’autant qu’ils concernent les espéces rencontrées dans notre pays avec une
moindre incidence pour la souche L. tropica. Par ailleurs, d’autres especes d’Asteraceae
(Pentacalia desiderabilis) ont révélé une activité contre les promastigotes de Leishmania
(L.)chagasi, Leishmania (V.) braziliensis et Leishmania (L.). amazonensis avec des ICs, de
17.22 ; 12.93 ; et 11.86 pg/ml (Morais et al., 2012). Ce qui met en exergue la grande
importance de la phytothérapie par les plantes en général, et par des molécules bioactives en
particulier, dans le traitement, la prévention et la lutte contre la maladie de leishmaniose
causé par les différentes espéces de leishmania.

Dans le méme contexte, d’autres travaux ont été réalisés pour mettre en évidence
I’activité leishmanicide des plantes, notamment, ceux de Grenand et a/ (2004) sur la plante
Hyptis lacustris A qui a montré que cette derniére avait une valeur d’ICsy de 10 £7.2 pg/ml.
Cette espece appartenant a la famille des Lamiaceae et dont le genre est généralement connu

pour soigner des problémes cutanés liés a des infections fongiques ou a des dermatoses.

Dans d’autres parties du monde, plusieurs familles, telles que les Rutacées et les
Ulmacées se sont avérés actifs contre les formes promastigotes des différentes especes de
Leishmania (L. braziliensis, L. amazonensis et L.donovani) a des concentrations allant de 25 a

100 pg/ml (Fournet et al., 1992 ; Fournet ef al., 1994 ; Mishra et al. 2009).
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I1.1.2. Effet leishmanicide des extraits phénoliques sur la forme promastigote de

L. infantum

Par le méme modele expérimental et dans les mémes conditions opératoires
nous avons évalué I’activité antileishmanienne des extraits étudiés pour leur cytotoxicité
parasitaire vis-a-vis de 1’espéce L.infantum. La culture de cette espece demande une
incubation plus longue que celle de L.major (72 heures). La souche choisie étant sensible a
I’ Amphotéricine B. Les résultats obtenus sont exprimés en ICs, calculées a partir des courbes
linéaires (Figures 36, 37, 38, 39, et 40) et illustrées dans le tableau 15. Il est a noter que suite
aux contaminations des plaques de microtitration, seule le comptage par la méthode MTT a

¢té pris en considération.
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Figure 30 : effet leishmanicide des extraits en fonction de différentes concentrations sur
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Figure 31 : Effet leishmanicide de I’extrait EASA en fonction de la concentration sur

L.infantum.
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Figure 32 : Effet leishmanicide de I’extrait EBSA en fonction de la concentration sur L.infantum
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Figure 34 : Effet leishmanicide de 1’extrait EBSG en fonction de la concentration sur L.infantum.
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Tableau 12 : calculs des ICsq leishmanienne des extraits pour L. infantum

Extraits ICso (ng/ml)
EASA 223,35
EBSA 324,31
EASG 392,36
EBSG

138,11

La croissance parasitaire de 1’espeéce L.infantum en présence des extraits avec différentes
concentrations et presque identique a celle de la souche pure (en absence des extraits) avec
des valeurs qui varient de 1.6 jusqu’a 2.7 x10° parasite/ml pour les extraits et une valeur de
2.7 x10° parasite/ml pour la souche. Par aillaurs, les quatre extraits EASA, EBSA, EASG,
EBSG présentent des valeurs d’ICsg élevées (respectivement : 223, 324, 392, 138 pg/ml), ce
qui n’est pas significatif. Ces résultats reflétent le fait que les extraits testés n’exercent aucun
effet leishmanicide détectable sur I’espeéce L.infantum. Ce qui nous permet de déduire que les

deux plantes étudiées n’ont aucune activité leishmanicide apparente sur 1’espéce L.infantum.

Etant donné que la sensibilité des deux especes, L. major et L. infantum, vis-a-vis des
extraits phénoliques de S.aurasiaca et St. guyoniana n’est pas la méme, on peut émettre
I’hypothése que cette sensibilité s’expliquerait par le fait qu’il pourrait exister des différences
au niveau des patrimoines génétiques respectifs des souches leishmaniennes étudiées. Les
génomes des especes de leishmania n’étant pas identique, par conséquence, elles n’expriment
pas les mémes genes. Ces différences génétiques pouvant étre mises en évidence par des

techniques modernes, tel que le typage moléculaire.
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I1.1.3. Test de cytotoxicité des extraits EASG et EBSG

La cytotoxicité des extraits ¢tudiés sur des cellules des lignées humaines (des cellules
Thpl), a été testée pour évaluer leur utilité comme produits bioactives a effet leishmanicide
avec une cytotoxicité sélective. Les résultats sont présentés dans 1’histogramme et le tableau

13 et la figure 41.
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Figure 35 : Test de cytotoxicité des extraits EASG et EBSG sur les cellules Thpl.

Tableau 12 : Effet toxique des extraits EASG et EBSG (%) sur les cellules Thpl.

Concentration | Effet de [D’extrait| Effet de 1’extrait
de I’extrait| EASG (x10°| EBSG % de viabilité | % de viabilité
(ng/ml) parasite/ml) (x10°parasite/ml) | EASG EBSG
200 1,58 1,53 106,01 102,11
100 1,77 1,78 118,31 118,95
50 2,05 1,69 137,17 113,61
25 2,23 1,49 149,26 99,39
0 1,49 1,49 100 100
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Nous avons testé¢ la cytotoxicit¢ de deux extraits d’intérét EASG et EBSG sur des
macrophages différenciés a partir des cellules ThP1. La viabilité des cellules en présence des
concentrations de deux extraits EASG et EBSG qui augmentent de O jusqu’a 200pg/ml
varient de 100% jusqu’a 149.26% et de 99% jusqu’a 118.95%, respectivement pour EASG
et EBSG. A partir de ces résultats, on peut déduire que les deux extraits montrent trés peu de
cytotoxicité sur les THP1 et que leur action est plus spécifique sur le parasite, donc une

utilisation prometteuse en thérapeutique antileishmanienne.

Des études sur la cytotoxicité des produit naturels ont montré 1’intérét des cellules Thp-
1 dans I’évaluation de I’activité antileishmanienne (Gebre-Hiwot et al., 1992 ; Ogunkolade et
al., 1990). Les tests de cytotoxicité sont trés importants avec les produits naturels a cause de
I’intérét de ces derniers et leur utilisation comme un traitement thérapeutique alternatif a partir
des plantes médicinales. L’utilisation répandue de médecine traditionnelle n’est pas prouvée
comme ¢étant sans danger pour les gens qui n’ont pas un acceés au médicament
pharmacologiquement actifs. Dans ce contexte, I’investigation de 1’efficacit¢ de produits

naturelles est nécessaire (Edzard, 1998).
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Conclusion et perspectives

Les Leishmanioses représentent un probléme de santé publique aux conséquences
socio-économiques graves. Cette maladie est considérée par 1’Organisation Mondiale de la
Santé (O.M.S), comme faisant partie des six maladies parasitaires majeures présentes dans le
monde. Les traitements disponibles requierent, pour la plupart, des administrations
parentérales dont ’application est lourde sur le plan clinique et colteux sur le plan financier.
La nécessité de trouver de nouvelles molécules leishmanicides reste une priorit¢ de santé

publique pour les pays du tiers monde ou sévit cette maladie.

Ce travail multidisciplinaire, se proposait de participer a mettre 1’accent sur une
alternative thérapeutique, de la leishmaniose en Algérie, par I’utilisation de la phytochimie.
En effet, par cette étude, nous nous proposions de révéler la considérable diversité de
substances naturelles issues des plantes Stachys guyoniana et Salvia aurasiaca et ce, a travers
leur teneurs en composés phénolique et en flavonoides, puis a mettre en évidence 1’activité
antioxydante et ’activité antileishmanienne de ces composés.

Les résultats obtenus dans 1’analyse quantitative des composés phénoliques nous ont
permis de déduire que ces deux plantes sont une source prometteuse et riche de polyphénols.
La distribution de la teneur en polyphénols totaux entre les différentes phases phénoliques
chez la méme espece, et aussi entre les deux plantes des deux genres, est importante et
légérement différente d’un extrait a D’autre. Parallelement, la teneur en flavonoides est
presque identique a celle des polyphénols existants dans ces extraits étudiés. En conséquence,
la quantité des composés phénoliques présente dans les deux especes constitue un index sur
lequel nous pouvons nous appuyer pour I’étude phytochimique de chaque plante des deux
genres Stachys et genre Salvia.

Enfin, I’étude de I’activité antileishmanienne a révélé que les extraits phénoliques de 1’espece
Stachys guyoniana ont montré leur effet leishmanicide vis-a-vis de la souche L.major
différemment a 1’espeéce Salvia aurasiaca, tandis que les deux plantes n’exercent aucun effet
antileishmanien, pour I’espece L.infantum. En outre les extraits de la plante St.guyoniana

posseédent une cytotoxicité sélective pour I’espéce L.major
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En conclusion générale, nous pouvons dire que cette étude est la premicre réalisée sur
I’activité antileishmanienne, in vitro, des extraits des plantes St.guyoniana et S.aurasiaca.
Nous pouvons considérer la plante St. Guyoniana, a coté d’autres plantes, comme étant une
source naturelle prometteuse pour des études plus approfondies tant sur le plan
pharmacologique que chimique afin d’isoler des molécules bioactives antileishmaniennes.
Ces plantes locales, étant peu ou pas étudiées, possédent une vraie potentialité et une source
riche de molécules bioactives d’ou la nécessité de les investiguer par des études chimiques
plus approfondies en utilisant des techniques performantes telle que la HPLC pour élucider
leur composition quantitativement et qualitativement. L’aspect moléculaire devra compléter

cette étude.
D’autres perspectives peuvent étre envisagées telles que :

» Faire d’autres types d’extractions afin d’obtenir des molécules qui n’ont pas encore
¢té 1dentifiées et qui permettent d’ouvrir la porte a d’autres études des activités
biologiques considérées comme nécessaire complémentaires.

» Elargir les essais in vitro sur le modele amastigote et réaliser des tests in vivo sur des
animaux de laboratoire afin d’assurer une étude compléte de ces plantes suspectées

d’avoir un effet leishmanicide.
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Abstract

Leishmaniasis is a parasitical disease with heavy social-economic consequences. Indeed the
available treatments require for the most, parenteral administrations which are costful for the
concerned populations. The research of new active molecules is then a necessity. To
participate in the effort of the research of therapeutic alternatives, we are interested in
studying two plant species from the Lamiaceae family, Salvia aurasiaca and Stachys
guyoniana in this case, with both phytochemical and biological study. The obtained results
reveal the metabolic richness of these two species in polyphenols and flavonoids with
quantitative and qualitative variations from an extract to another. The antileishmanial activity
of St.guyoniana’s phenolic extracts on the promastigote form of the species L.major, which
cause the cutaneous leishmaniasis in Algeria constitute a strong promising result as a

thyrapeutic alternative headline.
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Theme

ETUDE, IN VITRO, DE L’ACTIVITE ANTI LEISHMANIENNE DE CERTAINES
PLANTES MEDICINALES LOCALES : CAS DE LA FAMILLE DES LAMIACEES

Résumeé

Les leishmanioses sont des parasitoses aux conséquences socio-économiques lourdes. En
effet les traitements disponibles requierent pour la plupart des administrations parentérales
et sont colteux pour les populations concernées. La recherche de nouvelles molécules
actives est donc une nécessité. Pour contribuer a D’effort de recherche d’alternative
thérapeutiques, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et biologique de deux
especes de plantes de la famille des lamiacées, Salvia aurasiaca et Stachys guyoniana en
I’occurrence. Les résultats obtenus, révelent la richesse métabolique de ces deux espéces en
polyphénols et en flavonoides avec des variations quantitatives et qualitatives d’un extrait a
I’autre.. L’activité antileishmanienne des extraits phénoliques de St.guyoniana sur la forme
promastigote de 1’espece L. major, responsable de la leishmaniose cutanée en Algérie,

constitue un résultat fort prometteur en terme d’alternative thérapeutique.

Mots-clés : Leishmaniose - Activité anti-leishmanienne - Salvia aurasiaca - Stachys
guyoniana — Lamiaceae




