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Résumé

L’objectif de cette étude est la détermination de la composition en polyphénols et des
propriétés biologiques in vitro et in vivo de la grande ortie (Urtica dioica L.). Deux méthodes
ont été employées pour I’extraction de polyphénols a partir de feuilles et inflorescences
fraiches et seches d’Urtica dioica. Des dosages colorimétriques ont permis de déterminer
I’extrait le plus riche en polyphénols. L’identification et quantification des polyphénols ont
été effectuées par la HPLC-PDA-ESI-MS. L’activité antioxydante a été déterminée par quatre
tests in vitro: FRAP, DPPH, TEAC, inhibition de blanchiment du B-caroténe. L’activité
antimicrobienne a été évaluée par la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé ; ce qui
a permis la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par dilution en
milieu liquide. En outre, la neurotoxicité a été déterminée par le test de viabilité cellulaire
(MTT). L’évaluation des activités biologiques in vivo ont été précédés par la détermination de
la toxicité aigie (DLso) suivi des tests d’activité analgésique et antipyrétique ainsi que
’activité anti-inflammatoire par le test d’induction d’cedéme par injection de carragenine.
Neuf flavonoides et sept acides hydroxycinnamiques et leurs dérivés ont été identifiés, la
rutine et l'acide ferrulique étaient les plus abondants avec 2005 et 215 pg / g d'ortie fraiche,
respectivement. L'extrait phénolique d’ortie a exercé une activité anti-radicalaire et
antioxydante significative et dose dépendante. Une sensibilité souche-dépendante a été
observée vis-a-vis des polyphénols d’ortie. Les souches les plus sensibles sont Staphylococcus
aureus et Candida albicans avec des CMI de 0.039 et 0.156mg/ mL. La DLso est supérieur a
2000 mg/Kg poids corporel. En revanche, 1’extrait phénolique d’ortie utilisé a une
concentration de Img/mL n’a pas manifest¢ d’effet neurotoxique vis-a-vis des cellules
neuronales cancéreuses CAD. L’extrait étudié a un montré un effet analgésique périphérique
avec un pourcentage de protection contre la douleur de 81% a 400mg/kg poids corporel dans
le test writhing et de 60.39% dans le test de la formaline. Dans D’activité antipyrétique,
I’extrait a réduit la température corporelle d’une fagon significative et d’une maniere dose-
dépendante. Concernant 1’activité anti-inflammatoire, 1’extrait d’U. dioica a induit une
inhibition de la dénaturation de 1’albumine de 72.38 % et de la lyse membranaire HRBC de
60.44 % a la concentration de 1 mg/mL. L’inflammation provoquée par la carragénine a été
réduite de 95% a une concentration de 200mg/kg poids corporel. Les résultats obtenus ont
clairement montré tous les bénéfices santé que I’on peut tirer des feuilles et inflorescences de
I’ortie qui mérite plus d’intérét de la part des secteurs du pharmaceutique et du
parapharmaceutique, ainsi que celui de 1’agroalimentaire.

Mots clés: Urtica dioica L., composition chimique, activités biologiques, polyphénols.
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Abstract

The objective of this study is the determination of the polyphenol composition and the
biological properties in vitro and in vivo of stinging nettle (Urtica dioica L.). Two methods
were used for the extraction of polyphenols from the fresh and dry leaves and inflorescences
of Urtica dioica. Colorimetric assays made it possible to determine the extract richest in
polyphenols. The identification and quantification of polyphenols was determined by HPLC-
PDA-ESI-MS. Antioxidant activity was determined by four in vitro tests: FRAP, DPPH,
TEAC, B-carotene bleach inhibition. For the determination of the antimicrobial activity, the
disk diffusion method in agar medium was used followed by the determination of the
minimum inhibitory concentrations by dilutions in liquid medium. In addition, anti-
inflammatory activity was determined by two in vitro tests and neurotoxicity by the cell
viability test (MTT). The evaluation of the biological activities in vivo were preceded by the
determination of the acute toxicity (LDso) followed by the tests of analgesic and antipyretic
activities as well as the anti-inflammatory activity by the test of induction of edema by
carrageenan. . Nine flavonoids and seven hydroxycinnamic acids and their derivatives were
identified, rutin and ferrulic acid were the most abundant with 2005 and 215 pg / g of fresh
nettle.

The extract showed significant anti-radical and antioxidant activity correlated with its
polyphenol content. For antimicrobial tests evaluated against Gram-positive and Gram-
negative bacteria, the polyphenols of U. dioica had an effect on most of the strains tested, the
most sensitive of which were Staphylococcus aureus and Candida albicans with MICs of
0.039 and 0.156 mg / mL. The LD50 is greater than 2000 mg / Kg bw. However, in
neurotoxicity at a concentration of 1 mg / mL, the extract had no effect on cell viability. The
extract studied showed a peripheral analgesic effect with a percentage of pain protection of
81% at 400mg / kg in the writhing test and 60.39% in the formalin test. In antipyretic activity,
the extract reduced body temperature significantly and in a dose dependent manner.
Regarding anti-inflammatory activity, extract of U. dioica induced an inhibition of albumin
denaturation of 72.38% and HRBC membrane lysis of 60.44% at a concentration of 1 mg /
mL. The inflammation caused by carrageenan was reduced by 95% at a concentration of
200mg / kg. The results obtained clearly showed all the health benefits that can be derived
from the leaves and inflorescences of nettle, which deserves more interest from the
pharmaceutical and parapharmaceutical sectors, as well as the agrifood sector.

Key words: Urtica dioica L., chemical composition, biological activities, polyphenol.
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- ABTS : Acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique

- AINS : Anti-inflammatoire non stéroidien

- BSA : Albumine sérique bovine

- CAD : Cellules catécholaminergique du systeme nerveux central

- CMI : Concentration minimale inhibitrice.

- CMB : Concetation minimale bactéricide.

- CRP : C-Protéine Réactive

- DLso: Dose létale qui causerait la mort de 50% de rats.

- DMSO : Diméthyl sulfoxide

- D.O: Densité optique

- DPPH : 1,1-diphényl- 2-pycril-hydrazyl.

- EM: Extrait méthanolique

- EMAE : Eau/ méthanol/ acétate d’éthyle

- EPFIO : Extrait phénolique des feuilles et inflorescences d’ortie

- ESI : Source d’ionisation par electrospray

- FNS : Formulation et numérotation sanguine

- FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power.

- HPLC : Chromatographie en phase liquide

- HRBC : globules rouges humaines (Human red blood cell)

- IbBC: Inhibition du blanchiment du p-caroténe

- 1Cso: La concentration qui correspond a 50% d’inhibition

- mg E AG/g : milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme.
- mg E CA/g : milligrammes d’équivalent de quercétine par gramme.
- mg E Q/g : milligrammes d’équivalent de quercétine par gramme.

- mM ET/g : millimoles d’équivalent de trolox par gramme

- mM Fe?*/g : millimoles d’équivalent d’ion ferrique par gramme

- MF : Matiere fraiche

- MS : Matiere séche

- MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide
- MV : Matériel végétal

- p.c. : Poids corporel
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- PDA :Détecteur a réseau de photodiodes

- P/V : Poids/volume

- TPT : Teneur en polyphénols totaux

- TFT : Teneur flavonoides totaux

- TAHCT : Teneur en acides hydroxycinnamiques totaux
- TEAC : Trolox equivalent antioxydant capacity

- TPTZ : Tripyridyltriazine.

- UFC/mL : Unité formant colonie par millilitre

- U. dioica: Urtica dioica L.

- v/v:Volume sur Volume.
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Introduction

En ce vingt et unieme siecle, la tendance au recours aux produits naturels plutét
qu’aux substances de synthése devient de plus en plus fréquente chez les populations du globe
qui s’intéressent de nouveau aux éléments issus directement de notre environnement et
notamment des plantes pour résoudre de nombreux soucis de santé.

Selon I’OMS, plus de 80% de la population mondiale dépend de la médecine
traditionnelle pour ses besoins de soins de santé primaires (Ammon et al., 1993). On estime
qu'aujourd’hui, de nombreuses matiéres végétales sont présentes ou ont fourni des modeles
pour 50% des meédicaments fabriqueés en Occident (Baker et al., 1995). En raison de leur
efficacité percue et de leur effets secondaires minimes dans l'expérience clinique, des
médicaments a base de plantes relativement peu colteux sont largement prescrits, méme

lorsque leurs composés biologiquement actifs sont inconnus (Valiathan, 1998).

Les plantes ont été et sont toujours la source généreuse pour fournir a I'hnomme des
substances bioactives précieuses dont les composés phénoliques qui sont les métabolites

secondaires les plus abondants des plantes ( Manach et al., 2004).

Au cours de ces dernieres années, les polyphénols ont été étudiés pour leur implication
potentielle dans la prévention de maladies chroniques telles que les maladies inflammatoires,
infectueuses, cardiovasculaires, le cancer, I'ostéoporose, le diabéte et les maladies
neurodégénératives. Leur activité protectrice a été attribuée initialement a leur propriété
antioxydante (Tayel et EI-Tras, 2012).

Le rythme des découvertes de nouvelles molécules pour faire face a 1’antibiorésistance
qui est un défi majeur pour I’humanité demeure tres insuffisant. Il n’existe pas encore de
solution durable a ce défi posé par les microorganismes. Il n’y a pas de doute qu’aujoud’hui,
I’industrie pharmaceutique met a disposition un nombre incalculable de médicaments pour
faire face a la plupart de ces maladies ; néanmoins le probléeme de leurs effets indésirables
plus ou moins importants demeure bien présents dans I’esprit de certains segments de la

population qui y sont réfractaires (Pathak et al., 2005).

Le traitement actuel de I'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens et
non stéroidiens. Ces molécules bien qu'étant efficaces présentent le plus souvent des effets

indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long cours tels que les maladies
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gastrointestinales, ’inhibition de 1’agrégation plaquettaire et la toxicité hépatique et urinaire
(Gaziano et Gibson, 2006 ; Batlouni, 2010).

Parmi les plantes réputées mondialement pour leurs bienfaits, il y a Urtica dioica L.,
communément appelée ’ortie dioique. C’est une plante a fleurs de la famille des Urticacées,
elle est vivace, herbacée et ubiquiste (Zhang et al., 2014). L’ortie est peu exigeante pour se
développer et elle fait I’objet d’un regain d’intérét sur le plan de la recherche en raison de son
contenu en substances bioactives (DiVirgilio et al., 2015 ; Vaji¢ et al., 2018) ; c’est ce qui
fait qu’elle est pratiquement la seule espéce du genre Urtica a étre cultivée et commercialisée

a des fins pharmaceutiques (Nahata et Dixit, 2012).

Toutes les parties de cette plante ont une longue histoire d’utilisation en médecine
traditionnelle et moderne; comme purificateur de sang, hypotensive, diurétique, anti-
diarrhéique, antihémorragique, antidiabétique, antirhumatismal, ainsi que dans le traitement
de I’eczéma, de I’arthrite et des infections urinaires (Upton, 2013; Tahri et al., 2000 ; Vajié¢
et al., 2018 ; chrubasik et Eisenberg, 1999).

Toutes ces vertus ancestrales attribuées a 1’ortie ont suscité notre intérét d’identifier et
de quantifier la fraction phénolique des feuilles et des inflorescences, et d’explorer les
propriétés biologiques de ces composés et en l’occurrence leurs activités antioxydante,
antimicrobienne, anti-inflammatoire, analgésique et antipyrutique. Des expérimentations in
Vvivo et in vitro ont été entreprises. La mise en évidence expérimentale de ces propriétés serait
un argument supplémentaire pour plus de regain d’intérét agronomique et pharmacologique
vis-a-vis de I’ortie pour que cette plante ne soit plus regardée sous le seul angle de mauvaise

herbe en Algérie
Ce manuscrit est structuré en trois chapitres :

- Le premier chapitre est consacré a une synthése bibliographique sur 1’ortie dioique et

présente les aspects botaniques, la composition phytochimique et les domaines d’utilisation.

- Le second chapitre décrit la méthodologie utilisée pour I’extraction des polyphénols, les
dosages colorimétriques, le fractionnement des polyphénols par chromatographie liquide
haute performance, les tests d’activité antioxydante, antimicrobienne, neurotoxique, anti-

inflammatoire in vivo et in vitro; analgésique et antipyrétique.

- Le troisiéme chapitre est consacré a la présentation et a la discussion des résultats.

Introduction 2
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Chapitre I: L’ortie Urtica dioica L.: une plante sous-estimée par le grand
public algérien

I.1. Généralités sur la plante Urtica dioica L.

De nombreuses études ont été consacrées au screening de nouvelles phyto-
biomolécules actives d’intérét pharmaceutique, nutraceutique ou encore cosmétique a partir
de plantes du terroir dont certaines font partie de la pharmacopée de nombreux pays. L’ortie
(Urtica dioica L.) fait partie de ces plantes dont les bienfaits ne sont pas toujours connus et
vulgarisés auprés du grand public algérien et dont le seul regard que lui portent les
agriculteurs du pays est celui de mauvaise herbe envahissante qu’il faudrait, bien

évidemment, éliminer.
1.1.1. Historique

Le mot «ortie» est un dérivé du latin urtica venant du verbe urere, qui signifie
« brller», en référence au caractere urticant de cette plante.

Depuis des millénaires, 1’ortie est utilisée de diverses maniéres, notamment dans la
production de fibres pour les tissus, les fils et le papier ; ou encore comme fourrage pour les
animaux, colorant pour les tissus et présure végétarienne dans la fabrication du fromage.

Par ailleurs, 1’ortie n’a cessé¢ d’accompagner I’homme en lui procurant des bienfaits a
ses maux quotidiens. Les premiers médecins de 1’antiquité comme Hippocrate (460-370 avant
J-C), Dioscoride (1% siécle), Pline I’Ancien (23-79 aprés J.-C.) ou encore Galien (11°™ siécle
apres J.-C.) ont tous énumérés plusieurs remeédes a base d’ortie dans leur ouvrages : aussi bien
pour soulager la douleur, chasser les vers intestinaux, soigner la calvitie, la gouttes, les
douleurs articulaires, les morsures rabiques en cataplasme, les plaies gangréneuses, les
ulceres, I’aménorrhée, le saignement du nez, la toux, les engelures, 1’asthme, la pneumonie, la
pleurésie et les troubles de la rate. Pour finir, elle était aussi conseillée en cure a la fin de
I’hiver afin de purifier et revitaliser I’organisme apreés la mauvaise saison; et ses graines
étaient considérées comme aphrodisiaques et expectorantes (Bertrand, 2010; Moro
Buronzo, 2011; Tissier, 2011; Delvaille, 2013; Schulze-Tanzil et al., 2002).

L’utilisation de I’ortie pour soigner les cas de diabéte, a été mentionné pour la premiere
fois par « le prince des médecins » Avicenne (980-1037) (Delvaille, 2013).

Urtica dioica fut inscrite au Codex de la pharmacopée en 1818. Dans cette période,
I’ortie a connue un oubli jusqu’a ce que deux médecins francais Ginestet (1845) et Joseph

Cazin (1846) redécouvrent ses propriétés antihémorragiques (Tissier, 2011).
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Dobreff (en 1924), découvre chez I’ortic une « secrétine » analogue a celle contenue
dans I’épinard. Dix ans apres, Cremer présente ses propriétés antianémiques reconstituantes
en mettant en évidence la prolifération des globules sanguine induite par cette derniére
(Swerdlow, 2000).

1.1.2. Répartition géographique

La Grande ortie est d'origine eurasiatique, mais aujourd'hui présente dans le monde
entier et dans toutes les régions montagneuses jusqu'a 2400m d’altitude (Bertrand, 2002). On
la rencontre plus en Europe du Nord qu’en Europe du Sud, en Afrique du nord, en Asie et en
Ameérique du Nord et du Sud ou elle est largement distribuée (Ait Haj said et al., 2016).

En Algérie, la Grande ortie est commune dans tout le nord et surtout dans le Tel
algérien d’Est en Ouest (Beloued, 1998).

Les plantes du genre Urtica sont nitrophiles, elles poussent sur des sols riches en azote.
Ainsi, ’ortie aime les sols ayant subi des actions anthropiques qui ont permis I’accumulation
de déchets organiques, tout comme les sols d’alluvions, réguliérement enrichis par de
nouveaux dépdts de matieres en décomposition Elle est rencontrée pres des habitations,
fermes, jardins, ruines, décombres, haies, fossés ou encore a la lisiere des bois. On la
rencontre aussi sur des terrains incultes, les terrains vagues, les grandes étendues et les
remblais (Bertrand, 2010).

1.1.3. Données botaniques sur ’ortie
1.1.3.1. La famille des Urticacées

La famille Urticaceae regroupe 48 genres, pour environ 1000 especes dont la plupart
sont herbacées (vivaces ou annuelles), avec également des arbustes, des lianes et méme des
arbres. La principale caractéristique des Urticaceae est la présence de poils qui recouvrent la
plante, certains a cystolithes allongés, d’autres urticants (Bezanger-Beaugesne et al., 1975).

Les principales espéces du genre Urtica sont: Urtica dioica L. (la grande ortie), Urtica
urens L. (Ortie brdlante ou « petite Ortie»), Urtica pilulifera L. (Ortie romaine ou « ortie a
pilules»), Urtica cannabina L., Urtica atrovirens Req., Urtica membranea Poiret. Ce sont les
especes U. dioica et U. urens qui sont connues pour posséder des proprietés médicinales
(Bezanger-Beaugesne, 1980).
1.1.3.2. Classification

Selon la publication apparue en Novembre 2009 “ A phylogenetic classification of the

of the land plants to accompany APG III”” qui est complémentaire & la classification botanique
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des angiospermes établie par « Angiosperms Phylogeny Group » en 1998 (APGIII, 2009), la
classification de ’ortie dioique est la suivante :

Regne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta (plantes vasculaires)

Embranchement : Magnoliophyta (phanérogames).

Sous-embranchement : Magnoliophytina (angiospermes)

Classe : Eudicots

S/classe : Rosidées

Super ordre : Eurosidées |

Ordre : Rosales

Famille : Urticaceae

Genre : Urtica

Espéce: Urtica dioica
1.1.3.3. Description de I’ortie dioique

Elle a été décrite pour la premiere fois en 1753 par le naturaliste suédois Carl VVon
Linné. La plante d’ortie dioique est couverte de poils urticants, c¢’est une herbacée vivace
grace a un rhizome jaune rampant, elle peut atteindre 1.50 métre de haut. C’est une plante
ayant des fleurs males et femelles portées par deux plants différents (Chavoutier et al.,
2000). La figure 1, présente les différentes parties de 1’ortie dioique.
1.1.3.3.1. Appareil végétatif

Les feuilles d’U. dioica sont simples, opposées deux par deux, charnues, tombantes, a
bord irrégulierement dentelés. Elles ont une forme ovale a lancéolée et se terminent en pointe.
De couleur vert foncé, leur face supérieure est recouverte de poils urticants blancs.

Les tiges sont dressées, robustes, non ramifiées, et a section quadrangulaires et
recouverte de poils urticants. Elles sont d’une couleur verte lorsque la plante est jeune, et
rouge violet lorsqu’elle est plus 4gée (Bertrand, 2010).

L’ortie présente de longs rhizomes qui lui permettent de former des colonies, d’ou son
pouvoir envahissant. Les rhizomes rampants mesurent de 1 a 5 mm d’épaisseur et sont
pourvus d’un chevelu de fines racines adventives. Le rhizome tragant est cylindrique, de 3 a
10 mm d’épaisseur et abondamment ramifié. La fixation de I’azote par le rhizome se fait par
une symbiose avec un microorganisme tellurique Rhizobium frankia (Chavoutier et al.,
2000).
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1.1.3.3.2.Appareil reproducteur

La grande ortie est dioique, mais il peut arriver que I’on retrouve au sein d’une
population une faible proportion de pieds monoiques (portant & la fois les fleurs males et
femelles) et de pieds ne présentant aucune fleur (Bertrand, 2010).

Les fleurs femelles sont de petites tailles, de couleur verdatre et forment des grappes
tombantes. Quant aux fleurs males, elles sont de couleur jaunéatre et forment des grappes
dressées trés ramifiées.

La floraison se déclenche en fonction de la luminosité et de la richesse du sol.
Généralement, les fleurs apparaissent a la fin du printemps et en été (juin a septembre). Au
moment des fortes chaleurs, les grains de pollen sont libérés par les pieds males sous forme
d’un nuage laiteux et visible a I’ceil nu (Schaffner, 1992; Moustie, 2008; Bertrand, 2010).
Le fruit d’Urtica dioica est constitué d’un akéne ovale de couleur jaune-brun. Il est entouré
d’un calice persistant et de 4 petites feuilles. Il contient une graine unique, albuminée, a
embryon droit. L’ortie peut se multiplier par les deux méthodes de reproduction sexuée et
asexuée (Fleurentin et Hayon, 2008).
1.1.3.3.3. Ecosystéme

Les massifs d’ortie représentent de petits écosystemes. Ils sont [’habitat d’une
trentaine d’espéces d’insectes qui lui sont directement inféodées. Ils disparaitraient
immédiatement si 1’ortie venait a étre éradiquée : ce sont des insectes dont le nom d’espece
est urticae. Parmi ces espéces, ceux qui se nourrissent de la séve de ’ortie comme des
citadelles dont Eupteryx urticae, le phyllobius de I’ortie (Phyllobius urticae), la petite punaise
des orties (Heterogaster urticae), des psylles comme Trioza urticae (Moustie, 2008;
Bertrand, 2010).

L’apparition d’insectes indifférents aux poils urticants, s’échelonne dans le temps et
I’espace. Certains passent leur vie de larve dans les racines ou a ’intérieur de la tige, d’autres
rongent les feuilles pour vivre. Des centaines d’autres étres vivants profitent
occasionnellement, directement ou indirectement, de la présence de ’ortie; elle leur sert de
refuge ou de source de nourriture (Schaffner, 1992 ; Wichtl et Anton, 2003 ; Notten et al.,
2005).
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Figure 1 : Les différentes parties d’Urtica dioica. (a) fleur femelle, (b) fleur male, (c) poils
urticants sur la tige, (d) fruit, (e) les feuilles, (f) partie souterraine (Chavoutier et al., 2000 ;
Wichtl et Anton,2003 ; Bertrand, 2010).

I.1.4. Composition chimique de Portie

La composition de l’ortie varie selon la nature du sol, la variété et 1’origine,
I’exposition de la plante et les conditions climatiques. Elle varie évidement en fonction de
I’organe de la plante et de la période de récolte. Pour cela, les valeurs fournies par la
littérature sont différentes.
1.1.4.1. Composition des feuilles

La composition minérale des feuilles d’ortie est reportée au tableau 1. Elles comportent

3 fois plus d’¢léments minéraux que les feuilles d’épinard ou de persil. Elles sont riches en
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calcium, magnesium et potassium (Pradhan et al., 2015; Kavalali, 2003). On y trouve aussi
3 a 5% (P/P) d’azote (Wichtl et Anton, 2003).

Tableau 1: Teneur en éléments minéraux et oligo-éléments en mg/100g feuilles seches
(Pradhan et al., 2015; Kavalali, 2003).

Teneur en minéraux en mg/100 g Minimum Maximum
Macroéléments Calcium 113.2 5090
Magnésium 0.22 3560
Phosphate 29 75
Potassium 532 9172
Sodium 55 16
Oligoéléments Cobalt 0.0084 0.018
Cuivre 0.52 1.747
Fer 3.4 30.30
Manganése 0.768 5.784
Molybdene 0.4265 -
Nickel 0.0732 -
Sélénium 0.0027 0.0074
zinc 0.9 3.033

Les feuilles renferment 18 acides aminés dont les 8 essentiels ; ainsi que des acides
gras saturés (palmitique, stéarique, myristique et en faible quantité 1’acide nanodécanoique),
monoinsaturés (palmitoléique et en moindre quantité 1’oléique) et polyinsaturés (les acides :
linoléique: 11.6%, I’a-linoléique : 40.7% dans les feuilles matures) (Guil-Guerrero et al.,
2003).

Les feuilles contiennent également moins de 1% de polyphénols (Or¢i¢ et al., 2014),
des pigments (caroténoides), chlorophylle a et b (Rombi et Robert, 2006; Ghedira et al.,
2009; Tissier, 2011), des vitamines (thiamine, riboflavine, acide folique, acide ascorbique, o
tocophérol, vit. K) (Couplan, 2013). D’autres composés sont présents dans les feuilles
d’ortie : des glycoprotéines, des lipides, des sucres (fructose, saccharose, glucose, arabinose,
rhamnose...), des traces de nicotine. Ainsi que de la sécrétine, de 1’acide silicique et d’huile

essentielle (Toldy et al., 2005; Fleurentin et Hayon, 2008).
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1.1.4.2. Composition des tiges

Peu de travaux se sont intéressés a la composition des tiges de I’ortie. Généralement, se
sont les feuilles, les fruits et les racines qui sont étudiés.

Néanmoins, il a été mentionné que les tiges contiennent des acides gras comme ceux
présents dans les feuilles. Elles contiennent aussi des composés phenoliques: les lignines,
flavonoides, anthocyanes, acides phénoliques (Or¢ié et al., 2014).
1.1.4.3. Composition des poils urticants

Le liquide contenu a I’intérieur des poils urticants, est responsable de la sensation de
brilure suite au contacte de 1’ortic. Les composés du liquide seraient présents en faible
guantité dans la plante, mais extrémement concentrés au niveau des poils urticants (Van
Damme et al., 1988).

Les poils urticants contiennent entre autre de I’histamine, de la sérotonine (5-
hydroxytryptamine) (Oliver et al., 1991), de I’acétylcholine mais également de la choline, de
la bétaine, de I’acide formique, de 1’acide butyrique et des leucotrienes C4 (Upton, 2013;
Tissier, 2011).
1.1.4.4 composition des fleurs

Les fleurs d’U. dioica contiennent le sitostérol, sitostérol glucoside et la scopolétine
(Or¢i¢ et al., 2014). Des glycosides de flavonols ont été aussi identifiés dans des extraits
méthanoliques des fleurs. Les fleurs femelles contiennent de 1’acide chlorogénique et de
I’acide caféyl-malique (Akbay et al., 2003).
1.1.4.5. Composition du fruit

Les fruits mars d’Urtica dioica renferment des vitamines (C, E, B1, B2, B3 et B6), des
minéraux (fer, zinc, cuivre, calcium, phosphore, magnésium, manganése, sodium, potassium,
et sélénium), des mucilages formés de différents polysaccharides ainsi que de caroténoides et
de I’huile (environ 30% du poids sec).

La fraction lipidique des graines d’U. dioica renferme une forte proportion d’acide
palmitique et une faible quantité d’oméga-3 (Akbay et al., 2003; Tissier, 2011; Yenes et al.,
2009; Wichtl et Anton, 2003).
1.1.4.6. Composition de la racine

La racine de I’ortie contient des polysaccharides (Wichtl et Anton, 2003), des acides
gras comme les acides palmitoléique, oléique, gadoléique, linoléique, a-linolénique, 9Z,11E-
13-hydroxy-9,11-octadecadienoique, 10E, 12Z-9-hydroxy-10,12-octadécadiénoique (Wagner
et al., 1994; Ganssen et Spiteller, 1995; Wichtl et Anton, 2003; Guil-Guerrero et al.,
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2003), des céramides, des lignanes, des stérols et des tanins. La racine contient de la lectine,

une agglutinine d’intérét pharmacologique (Ganzera et al., 2003).

1.2. Les métabolites secondaires présents chez I’ortie
L’ortie dioique est connue pour son large spectre d’activités biologiques (Bisht et al.,
2012; Stanojevi¢ et al., 2009). Ces activités sont liées aux composés biologiquement actifs
représentés par les métabolites secondaires. La richesse d’U. dioica en ces composés a fait
I’objet de plusieurs travaux dont les résultats confirment la présence de composés
phénoliques, de stérols, d’alcaloides et de terpénoides dans cette plante (Durovié et al., 2017;
Guil-Guerrero et al., 2003; Gul et al., 2012; Gulgin et al., 2004; Kukri¢ et al., 2012; Or¢ié¢
et al., 2014; Otles et Yalcin, 2012; Pinelli et al., 2008).
1.2.1. Les composes phénoliques de I’ortie
1.2.1.1. Les acides phénoliques
Les acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques sont les principaux acides
phénoliques présents dans la partie aérienne de la grande ortie (tableau 2).
Tableau 2: Les principaux acides phénoliques identifiés chez U. dioica.

Johnson et al., 2013;
Zekovic et al., 2017
Diocanol Ullah et al., 2013

Acide gentisique

Acide p-hydroxybenzoique

Orci¢ et al., 2014

Acide vanillique

Acide protocatéchique
Zekovic et al., 2017 ;

Pinelli et al., 2008 ;
Orgi¢ et al., 2014

Acide gallique

Acide syringique

Acide chlorogénique Pinelli et al., 2008

Acide 2-O-caféoyl-malique
Acide férulique Lapinskaya et al.,
Acide 2-O- caféylmalique

Acide cinnamique 2009; Orci¢ et al,
Acide sinapique 2014 ; Zekovic et al.,
Acide p-coumarique 2017

Acide caféique
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Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de 1’acide benzoique dont la diversité
structurale est due aux hydroxylations et/ou méthoxylations du noyau aromatique en diverses
positions (2, 3 et 4) (Tomas-Barberan et al., 2000).

Les acides hydroxycinnamiques sont tres répandus dans le regne végeétal et leur
diversité est également due a la variabilité des hydroxylations du noyau aromatique (Clifford
et al., 2017). lls sont rarement présents sous forme libre car ils sont retrouvés essentiellement
sous forme conjuguée. Il s’agit de dérivés glycosylés ou d’esters d’acides quinique, tartrique
ou shikimique (Manach et al., 2004; Macheix et al., 2006).
1.2.1.2. Les Flavonoides

Les flavonoides identifiés chez U. dioica sont 1’apigénine, lutéoline, chrysoeriol,
kaempférol, quercétine, isorhamnétine, myricétine, genistéine, naringénine, catéchine et leurs
glycosides comme Kampférol-3-O-glycoside, lutéoline-7-O-glycoside, quercetine-3-o0-
rhamnoside et la rutine (quercétine-3-0-rutinoside) (Ji et al., 2007; Bucar et al., 2006). Des
anthocyanes sont aussi présents dans I’ortie (Zekovic et al., 2017).
1.2.1.3. Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone. Prés de 1000 composés coumariniques sont isolés dans plus de 800 espéces
de plantes et dans les microorganismes.

L’ortie dioique contient de la scopolétine en faible quantité (Anton et al., 2003) ainsi
que de I’esculétine et I’ombelliférone (Zekovic et al., 2017).
1.2.1.4. Les lignanes

Ces composés de haut poids moléculaire contribuent a former, avec la cellulose et les
dérivés hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeres
tridimensionnels résultant de la condensation (co-polymérisation) de trois alcools
phénylpropéniques (NKkhili et al., 2009) et qui sont présents dans les racines de I’ortie sous
forme de lignanes diaryl-furaniques et diaryl-butaniques (Schoéttner et al., 1997; Gansser et
Spiteller, 1995).

1.2.2. Les caroténoides de I’ortie

L’ortie dioique contient de la lutéine et ses isomeres (13-cis-lutéine, 13’-cis-lutéine, 9-
cis-lutéine, 9’-cis-lutéine) qui sont les caroténoides prédominants dans les feuilles d’ortie
(60% des caroténoides totaux). Elle contient également du f-caroténe et ses isomeres, ainsi

que du lycopéne.
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Selon 1’age de la feuille, il y a présence également de néoxanthine, de violaxanthine et
de traces de B-cryptoxanthine et de zéaxanthine. La quantité de caroténoides varie selon la
maturité de la feuille (Guil-Guerrero et al., 2003; Kavtaradze et Alaniya, 2003).

1.2.3. Les huiles essentielles de 1’ortie
Gul et al. (2012) ont rapporté les principaux composants de I'huile essentielle d'U.
dioica comme suit:
- Le carvacrol-ou cymophénol (38.2%) est un phénol -monoterpénoide. Il possede des
effets antibactériens, antiviraux, antifongiques et antiparasitaires remarquables.
- Lacarvone (9%) est le constituant majeur des huiles essentielles des plantes
couramment utilisees comme condiments.
- Le naphtaléne (8.9%).
- (E) -anéthol (4.7%).

L’hexahydrofarnésyl acétone (3%).

(E) -géranyl acétone (2.9%).
(E) -B-ionone (2.8%).
Le phytol (2.7%).

1.3. Différents usages connus de ’ortie
L'ortie est une plante qui suscite l'intérét a la fois scientifique et commercial, car elle est
a l'origine de nombreux produits naturels a valeur ajoutée en exploitant toutes les parties de la
plante (tige, feuilles, racines et graines). Le tableau 3 résume les principales utilisations des
différentes parties de ’ortie (Di virgilio, 2014).
1.3.1. Usage thérapeutique
Les feuilles d’U. dioica sont inscrites dans la 11°™ édition de la pharmacopée
européenne et a 1’agence européenne du médicament (EMA). Elles sont également inscrites,
avec les racines, d’une part sur la liste A de la 11°™ édition de la pharmacopée francaise qui
répertorie les plantes médicinales utilisées traditionnellement, et d’autre part sur I’annexe I
des plantes dont I’emploi est autorisé dans les compléments alimentaires depuis le 17 juillet
2014, du Journal Officiel (Journal Officiel, 2014).
La feuille d’ortie fait partic de la liste des « mélanges pour tisanes pour préparation
officinales » de la Pharmacopée Frangaise.
En Allemagne, I’ortie possede une monographie établie par la commission E du

BfArM (I’Institut Fédéral des Médicaments et Dispositifs Médicaux).
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Tableau 3 : Les principales utilisations de I’ortie dioique (Urtica dioica L.) (Di Virgilio et

al., 2015)
Champ - '
Utilisations Parties de la plante
d’application
Cordes et filets de péche, tissus et Tissus fibreux des tiges.
Textile/ fibre papiers, tissus soyeux, colorant naturel, | Extraits de racines et de
biocomposites, feuilles pour les colorants
Anémie, rhumatisme, goutte, eczéma,
diurétique, hypoglycémie, hypotension,
hyperplasie bénigne de la prostate, Feuilles, graines, racines,
Médecine problémes cardiovasculaires, arthrite, extraits aqueux et
rhinite allergique, antioxydant, alcooliques
antimicrobien, antifongique, antiviral,
antiulcéreux
. Savons, shampoings, lotions pour la ]
Cosmeétique Extrait de la plante
peau
Alimentation Salades, tartes, soupes, thé Feuilles et jeunes pousses
Culture fourragére | Volaille, bovins, chevaux et oiseaux Toute la plante
. Tige, anas comme sous-
Locaux d’animaux litiere ) )
produit de la fibre

1.3.1.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante de 1’ortie a fait I’objet de plusieurs travaux. Il a été montré
que l’extrait aqueux d’ortie présentait un pourcentage d'inhibition de la génération de
superoxyde plus élevé que celui de I'hydroxyanisole butylé (BHA), de I'hydroxytoluéne
butylé (BHT) ou du a-tocophérol (vitamine E) (Gulcin et al., 2004). L’extrait hydro-
alcoolique d’Urtica dioica a exercé une activité antioxydante plus élevee que celles des deux
espéces Urtica urens et Urtica membranacea (Carvalho et al., 2017).

Des infusions d’ortie ont considérablement réduit la quantité de blessures aux tissus,
et une diminution de I’augmentation des transaminases sériques ALT, de la catalase hépatique
et de la superoxyde dismutase cérébrale chez des rats traités au TCA (acide trichloroacétique

cancérogeéne) (Celik et Tuluce, 2007).
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L’huile des graines d’ortie, administrée a raison de 2mL/Kg poids corporel a des rats
stressés au tetrachlorure de carbone, réduit les dommages oxydatifs et augmente le pouvoir
antioxydant (Kanter et al., 2003).
1.3.1.2. Action sur le systeme nerveux central

La grande ortie est une plante adaptogéne, elle augmente la capacité du corps a
s’adapter au stress en rééquilibrant 1’interactivité des trois systémes : nerveux, endocrinien et
immunitaire. Ainsi, Patel et al. (2016) ont montré que l'extrait d'U. dioica pouvait étre
efficace pour les troubles neurologiques liés au stress. Cet extrait détoxifie, améliore et
stimule le métabolisme. Il a été démontré que I'ortie réduit I'activité spontanée chez le rat et la
souris, inhibe les crises provoquées par les medicaments et diminue la température corporelle
chez le rat (Chahardehi et al., 2012).

Les résultats des travaux de Radak (2005) suggerent que l'ortie peut influencer les
fonctions physiologiques du cerveau. Un apport fréquent en ortie réduit la concentration de
radicaux libres et augmente la liaison dans le cerveau. Elle améliore donc, la résistance
physique, ce qui présente un intérét pour les sportifs, les travailleurs manuels et les personnes
agées.

I. 3.1.3. Action sur le systeme cardiovasculaire

Dans les travaux de Testai et al. (2002) sur les effets cardiovasculaires d’extraits
aqueux et méthanolique d’ortie, il a été démontré que l'ortie a des propriétés hypotensives
grace a ses effets vasodilatateurs, par la libération d'oxyde d'azote endothélial, par une action
inotrope négative et par l'ouverture des canaux potassiques. EI Haouari et al. (2006) ont mis

en évidence I’action antiplaquettaire des flavonoides d 'U. dioica.

Tahri et al. (2000) avaient observé I'effet hypotenseur d’extrait de feuilles d’U. dioica
chez des rats. En revanche, I’extrait d’ortie n'a eu aucun effet sur la pression artérielle chez la
souris, alors qu'il a induit un effet hypotenseur marqué et une bradycardie chez le chat
(Broncano et al., 1983; Lasheas, 1986). Les résultats de Qayyum et al. (2016) indiquent que
I'extrait méthanolique brut de I'U. dioica et ses fractions ont un effet hypotenseur expliqué par
une vasorelaxation et un blocage des canaux calciques. Cet effet représente une base
pharmacologique potentielle pour son utilisation médicinale dans la gestion de I'nypertension
(El Haouari et Rosado, 2019).
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1.3.1.4. Action anti-inflammatoire de l'ortie

Plusieurs essais d’études cliniques de I’effet anti-inflammatoire d’U. dioica ont été
menés, mais, jusqu’a aujourd’hui, il n'existe aucune étude clinique prouvant formellement
I'efficacité d'une préparation d'U. dioica comme anti-inflammatoire. La preuve de l'efficacité
supposée repose uniquement sur une tendance a l'amélioration de 1’état des patients, en
particulier en complément du traitement par les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
comme le Diclofenac (Hansen et al., 1996; Wolf, 1998 ; Hubbe, 2002 ; Wolf et al., 2001).

Wagner et al. (1994) ont démontré qu'une fraction polysaccharidique d'un extrait
aqueux de racine d'ortie, contenant 4 polysaccharides différents inhibait le développement
d’un cedéme de patte de rat induit a un méme degré que 1’Indométacine. Cette activité anti-
inflammatoire est probablement due a l'inhibition de la production de cyclooxygénase,

lipoxygénase et de cytokine (Capasso, 2003).

Selon Dhouibi et al. (2020), I’effet antiphlogistique d’U. dioica peut étre di a

différentes actions :

- Action sur le métabolisme de I'acide arachidonique (Obertreis et al., 1996; Barnes et
al., 2002; ESCOP, 2003; Kavalali, 2003; Wichtl et Anton, 2003)

- Action sur les cytokines pro-inflammatoires et PAF (Facteur d'activation des
plaquettes) (Obertreis et al., 1996; Barnes et al., 2002; ESCOP, 2003).

- Action sur le facteur TNF kappa B (Riehemann et al., 1999; Barnes et al., 2002;
Ganber et Spiteller, 1995)

- Action sur l'interleukine-2 et l'interféron-y (Barnes et al., 2002; ESCOP, 2003).
1.3.1.5. Action antifongique

Il a été démontré que l'extrait de racines d'ortie avait une activité antifongique et
antimicrobienne et qu'il agissait en synergie avec la chitinase en inhibant la croissance
fongique. In vitro, I'extrait de racines d’ortie a inhibé la croissance de plusieurs champignons
pathogénes et saprophytes contenant de la chitine (Hadizadeh et al., 2009; Mikaeili et al.,
2013).
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I. 3.1.6. Action antimicrobienne et antivirale

L’extrait de racines d'U. dioica, dans des études in vitro, s'est révélé étre un
inhibiteur puissant et sélectif de la réplication du virus de I'immunodéficience humaine (VIH
(VIH-1 et VIH-2) du cytomégalovirus (CMV) et du virus respiratoire syncytial (RSV),
(Gordts et al., 2015; Flores-Ocelotl et al., 2018). Kumaki et al. (2011) ont montré que
l'efficacit¢ de 1'UDA (Urtica dioica Agglutinine) sur I’inhibition de la réplication de
différentes souches de SRAS-CoV dans des cellules Vero 76 était de 90% a une

concentration de 1.1 £ 0.4pg/mL.

Diverses recherches ont montré que l'ortie provoque une activité antimicrobienne
sélective. L'activité antimicrobienne d'un extrait d'acétate d’éthyle de feuilles d'ortie a été
mise en évidence pour Staphylococcus areus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis et
Escherischia coli (Brantner et Grein, 1994; Kelles et al., 2001).

Un extrait aqueux de feuilles d’ortie a provoqué une zone d'inhibition de 8§ mm de
diamétre ou plus contre Proteus mirabilis, Citrobacter koseri, S.aureus et S. epidermidis,
Streptococcus pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus, E. coli et Candida
albicans. Avec les mémes préparations, aucune activité n'a été observée contre Pseudomonas
aeruginosa (Gulcin et al., 2004) ou encore contre Klebsiella pneumoniae (Dostbil et al.,
2005).

Dans les travaux de Turker et Usta (2008), I’extrait aqueux de feuilles d'U. dioica, a montré
montré une activité inhibitrice significative (P <0,05) contre S. pyogenes, S. aureus et S.

epidermidis
I. 3.1.7. Action sur la glycémie

L'effet sur le niveau de glycémie de l'ortie a été rapporté dans des manuscrits datant
de I'époque d'Avicenne. De nos jours, 1’effet hypoglycémiant d’extraits d’ortie a été rapporté
par plusieurs études parmi lesquelles, celle de Bnoulam et al. (2003) qui a attribué cet effet a
une réduction de I'absorption intestinale du glucose ; ou encore celle de Patel et Udayabanu
(2013) qui réparent I’hyperglycémie accompagnée de comportement dépressif et de

dysfonctionnement cognitif induits par la dexamethasone.

Par ailleurs, Golalipour et al. (2011) ont conclu que I’extrait hydroalcoolique des
feuilles d’U. dioica administrées avant 1’induction du diabéte a un effet protecteur possible

contre la détérioration des tubules seminiféres histomorphométriques des rats rendus
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diabétiques par la streptozotocine. Qujeq et al. (2013) indiquent que le pancréas de rats
diabétiques présente des lésions du tissu pancréatique tandis que le pancréas de rats
diabétiques traités avec des extraits alcooliques et aqueux de feuilles séchées d'U. dioica

présente un réarrangement léger a modéré de ces cellules.

Selon les travaux de Gohari et al. (2018), le traitement des rats diabétiques par U.
dioica corrige I'nyperglycémie en rétablissant partiellement les taux d'insuline plasmatique.
Les données trouveées suggerent que I'U. dioica inhibe I'atrophie des Tlots pancreatiques et / ou

régénere les cellules .
1.3.1.8. Activité immunomodulatrice d'U. dioica

L'activité immunostimulante de trois flavonoides glycosidiques (le quercétol-3-0-
rutinoside, le kaempférol-3-0-rutinoside et I'isorhamnetol-3-O-glucoside) contenus dans les
parties aériennes de 1’ortie sur les neutrophiles a été mise en évidence par Akbay et al.
(2003). Ces flavonoides majeurs de ’ortic peuvent ainsi étre utiles pour traiter des patients
souffrant d'un déficit de la fonction neutrophile et de granulocytose chronique (Akbay et al.,
2003).

1.3.1.9. Action analgésique et anesthésique locale

Dans une étude menée par Tita et al. (1993), des souris recevant par voie orale des
extraits d’ortie, a une dose de 1200 mg/kg résistent plus a la stimulation thermique dans le test
«plaque chauffante» a 55 °C, mettant 190% de temps de plus a réagir par rapport aux rats
témoins. Cet auteur suggere ’existence d’une activité analgésique périphérique des extraits
d’ortie ; ce qui pourrait étre une autre alternative thérapeutique pour soulager la douleur et
minimiser l'utilisation de meédicaments qui ont des effets secondaires a long terme selon
Dhouibi et al. (2017).

1.3.1.10. Action d’ortie sur I’appareil reproducteur masculin : I'hyperplasie bénigne de
la prostate

L'efficacité des extraits de racines d'ortie dans le traitement des symptomes des voies
urinaires dus a I'nyperplasie bénigne de la prostate (HBP) n'a pas été pleinement démontrée.
Les parties aériennes n'ont aucun effet sur la prostate mais ont une action diurétique
(Bruneton, 1999). Le Moal et Truffa-Bachi (1988) ont montré que l'extrait d'ortie était
capable de stimuler spécifiquement la prolifération des thymocytes et des lymphocytes T ;

tandis que Hryb et al. (1995) ont confirmé l'effet d'extrait aqueux de racines d'ortie sur
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I'inhibition de la liaison de la SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) avec son récepteur de
la membrane prostatique humaine.

En 1995, Ganber et Spiteller ont mis en évidence les effets inhibiteurs de 1’enzyme
aromatase (responsable de la biosynthése des cestrogénes) pour plusieurs composes contenus
dans des extraits méthanoliques de racines d'ortie ; alors que Jalili et al. (2014) ont soutenu la
thése selon laquelle ’extrait de racines d’U. dioica peut améliorer considérablement la
spermatogenese chez le rat. D’autre part, Nahata et Dixit (2011) ont conclu que I'extrait de
racines d'U dioica peut étre utilisé comme candidat potentiel pour le traitement de I'HBP.

Par ailleurs, des effets natriurétiques et diurétiques ont également été constatés sous
I’effet d’extrait de racines d’ortie ; ce qui implique une action sur la fonction rénale. Les
résultats de Sayhan et al. (2012) suggérent que l'administration d’extrait de racines d'U.
dioica atténue les lésions rénales. Selon Moradi et al. (2015), la racine d'ortie peut empécher
certains des effets de I'nyperplasie prostatique, de sorte que le pourcentage de cellules repliées

dans le lobe ventral diminue de maniére insignifiante.
1.3.1.11. Action sur le Cancer

Durak et al. (2004) ont testé les effets possibles de I'extrait aqueux de racines d’ortie
sur l'activité de I'adénosine désaminase dans le tissu prostatique chez des patients atteints d'un
cancer de la prostate et ont montré que cela entrainait une inhibition significative de
I'adénosine désaminase (ADA) ; ce qui laissa ces auteurs penser que cet extrait de racines

d’ortie renferme des composés a propriétés anti-cancer prostatique.

Celik et Tuluce (2007) ont montré que l'extrait aqueux de racines d'ortie posséde un
effet chimio-protecteur vis-a-vis des substances cancérigenes chez le rat. Les feuilles fraiches
ont également montré une activité anti-tumorale in vivo et une forte activité antimutagéne
dans le test d'Ames (Karakaya, 2000). Les résultats de Fattahi et al. (2018) démontrent que
les extraits de racines et de feuilles d’ortie induisent I'apoptose des cellules cancéreuses du

sein.

1.3.2. Usage agricole
L’ortie est tres utilisée en milieu agricole, elle est cultivée pour I’alimentation humaine
et animale. Dans les jardins, sa présence stimule la croissance des veégétaux voisins. On

’ajoute au composte pour activer la transformation de la matiére organique (Bertrand, 2010).
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L’incontournable purin d’ortie, employé depuis trés longtemps, doit son appellation a
I’odeur de putride qu’il dégage. Le purin est facile a préparer, il suffit de mélanger 1’ortie et
I’eau dans un rapport de 1:9 (P/V) et de laisser macérer de 5 a 30 jours selon la température.
Apres cette premiére étape de fermentation, la putréfaction commence. Apres cela, le matériel
veégétal est sépare du liquide qui est stocké dans des récipients hermétiques. Le purin peut étre
conservé jusqu’a une année.

Le purin d’ortie est utilisé pour :

- stimuler la croissance des plantes;

- renforcer les plantes face aux maladies et aux invasions de parasites;

- lutter contre la chlorose des feuilles et les carences minérales;

- son action répulsive pour certains pucerons, acariens, carpocapses et limaces;

- ses propriétés insecticides et fongicides;

- la fertilisation: le purin dilué a 10% pour des plantes en végétation mais peut atteindre
20 % en épandage comme fumure de fond. Une concentration plus élevé aura une
action désherbante (Bertrand, 2010).

Verdinelli et al. (2013) ont confirmé les effets répulsifs d'extraits aqueux de feuilles
d'ortie sur les pucerons, en particulier de ceux obtenus a partir de feuilles car ils renferment
des composés dérivés de l'acide caféique et de céramides.

I. 3.3. Usage alimentaire

L’ortie est utilisée depuis des siécles comme légume a feuilles pour les salades, les
tartes, les soupes et le thé décocté (Bisht et al., 2012; Guil-Guerrero et al., 2003; Orcic et
al., 2014). En plus de sa valeur nutritive elevée, elle contient des acides gras essentiels qui
sont une importante source d'énergie.

Selon Guil-Guerrero et al. (2003), les jeunes feuilles ont une valeur nutritionnelle
plus élevée que les graines contenant des quantités plus élevées d'acides gras et de
caroténoides.

Etant donné que I'ortie pousse & I'état sauvage et est appétissante pour les animaux, elle
pourrait faire partie de leur alimentation. En période de pénurie de fourrage, par exemple
pendant les deux guerres mondiales, l'ortie a été utilisée fraiche, séchée, moulue ou comme
ensilage pour nourrir la volaille, le bétail, les chevaux et les porcs (Vogl et Hartl, 2003).

L'utilisation de la grande ortie comme fourrage a été étudiée avec des résultats

prometteurs. Selon Bisht et al. (2012), il est possible d'augmenter I'apport en vitamines de 60
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a 70% et l'apport en protéines de 15 a 20% en ajoutant de l'ortie dans l'alimentation des
volailles ; tandis que les besoins en aliments verts peuvent étre réduits de 30%. Lorsque 1’ortie
remplace I'ensilage de ray-grass dans I'alimentation des vaches laitiéres, la santé du rumen est
favorisée (Humphries et Reynolds, 2010; Szewczuk et Mazur, 2004).

I. 3.4. Usage textile

La grande ortie a longtemps été, et continue toujours d’étre, utilisée pour la fabrication
textile (Delvaille, 2013). Elle produit 6 a 8% de fibres, ce qui est moins que le chanvre ou la
ramie (ortie de Chine). Il lui est attribué le surnom de « soie végétale ». La fibre d’ortie
obtenue mesure entre 10 et 20 mm, et parfois jusqu’a 26mm (Bertrand, 2010) et renferme
environ 86% de cellulose (Bisht et al., 2012).

Les fibres d'ortie sont situées entre I'épiderme et le noyau ligneux central, disposées en
faisceaux maintenus ensemble avec des pectines. La fibre d'ortie est large et creuse et a un
bon pouvoir d'absorption, des propriétés antistatiques, thermorégulatrices et de transpiration,
une paroi cellulaire non lignifiée, des fibres douces et résistantes a faible poids spécifique
(Guo et al., 2005).

Selon la fagon dont elle est travaillée, différentes sortes de tissus sont obtenus a partir de la
fibre d’ortie :
- un tissu aéré et léger : lorsque la fibre est tordue sur elle-méme et I’air est expulsé du creux,
elle s’apparente au coton ;
- un tissu proche de la laine : la fibre n’est pas tordu sur elle-méme et 1’air reste emprisonné
dans son creux et sert d’isolant thermique. Ses capacité d’isolation sont mémes supérieures
aux tissus synthétiques (Kremer, 2001).

Pour certaines applications, telles que le remplacement des fibres de verre ou de
carbone, en tant que composite dans l'industrie automobile, ou dans le remplacement des

fibres d'amiante, les fibres d’ortie sont plus résistantes que la fibre de lin (Guo et al., 2005).

Chapitre I: L ortie Urtica dioica L. 20



Chapitre I

Materiels et methodes



Belabbas M. (2020). Composition chimique et activités biologiques des poly phénols de I’ortie (Urtica dioica L).
Thése de doctorat en Sciences Agronomigues. Univ. Mostaganem.

Chapitre 11 : Matériels et méthodes
I1.1. Extraction des polyphénols
11.1.1. Zone de récolte du matériel végetal

Des plants frais entiers d’U. dioica en stade début de floraison ont été échantillonnés en
Avril 2014 dans la localité de Mazagran, wilaya de Mostaganem (Latitude 35° 53' 44" Nord ;
Longitude 0° 4' 17" Est et altitude 129m). L’identification botanique de la plante a été réalisée
au sein du laboratoire d’écologie a I’'universit¢ Ahmed Ben Bela Oran 1, Algérie; un

échantillon y est conservé (spécimen voucher : O. 699 ""Hariq").

11.1.2. Prétraitement du matériel végétal

Apreés la récolte, les parties aériennes (feuilles et inflorescences) sont soigneusement
lavées a I’eau distillée afin d’éliminer tout corps étranger et ensuite €SSOrées.
Trois prétraitements différents ont été testés dans le but de préserver et conserver les
échantillons avant leur utilisation:

- Congélation a -4°C sous vide apres broyage.

- Séchage a ’ombre pendant 7 jours, a I’abri de I’humidité et a une température
ambiante puis conservés dans des bocaux en verre a l'abri de la lumiére et de
I'humidité.

- Séchage a I’étuve a une température de 60°C pendant au moins 24h puis stockés dans
des bocaux en verre a température ambiante et a I'abri de la lumiére et de I'humidité.

11.1.3. Solvants et protocole d’extraction

L’extraction a été réalisée selon deux méthodes utilisant deux solvants différents: le

méthanol et le mélange eau/méthanol/acétate d’éthyle (10V/45V/45V) légérement acidifieé.
- Extraction au méthanol pur

L’extraction a été réalisée selon la méthode Sujith et al. (2011). Un échantillon de 10 g de
matériel végétal broyé est mélangé a 100 mL de méthanol. Le mélange a été maintenu sous
agitation a 1’obscurité dans un bain marie de 60 °C pendant 20 min avant d’étre filtré. Trois
répétitions sont ainsi réalisées. Les trois filtrats ont été combinés et le solvant a été éliminé a

I’aide d’un rotavapor a 40 ° C. Cette opération a été répétée cing fois.
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- Extraction eau/méthanol/acétate d’éthyle (10V/45V/45V) (EMAE)

L’extraction a été réalisée selon la méthode Mokhtar et al. (2014), avec quelques
modifications. Deux maceérations successives de 30 min a température ambiante sous agitation
et a I’obscurité, ont été effectuées avec un rapport échantillon/ solvant (g/mL) égal a 10. Dans
la premiere macération le solvant contient un mélange de méthanol et 0.05%(v/v) de HCI
aqueux avec un rapport de 90/10 (v/v). L’extrait est ensuite filtré avec du papier Watman N°
Z146374-100EA. Dans la deuxiéme macération, le méthanol est remplacé par l'acétate
d'éthyle.

Les deux extraits obtenus sont combinés pour étre évaporés a sec avec un évaporateur

rotatif a une température réduite de 45°C.

11.1.4. Calcul du rendement de I’extraction des polyphénols
Le rendement de I’extraction est déterminé par le rapport entre la masse de 1’extrait
phénolique obtenu et la masse de la matiere premiere végeétale traitée. Le rendement exprimé

en pourcentage est calculé par la formule suivante :

R (%) = (M1 /Mo) x 100
R : rendement de I’extraction en %.
Mz : masse en gramme de I’extrait phénolique obtenu.

Mo : masse en gramme de la matiere végétale initiale

11.1.5. Dosage colorimétrique des composés phénoliques
11.1.5.1. Dosage des composés phénoliques totaux (TPT)

Le contenu en polyphénols totaux a été déterminé pour les différents extraits :

- Extrait méthanolique des feuilles et inflorescences fraiches.

- Extrait méthanolique des feuilles et inflorescences seches a température ambiante.
- Extrait méthanolique des feuilles et inflorescences séchées a 1’étuve.

- Extrait EMAE des feuilles et inflorescences fraiches.

- Extrait EMAE des feuilles et inflorescences séchées a température ambiante.

- Extrait EMAE des feuilles et inflorescences séches a I’étuve.

Le dosage colorimétrique a été realisé selon la méthode décrite par Singleton et al.
(1999) dans laquelle le réactif de Folin-Ciocalteau (qui est un acide de couleur jaune fait de

mélange d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique) est réduit en un mélange

Chapitre I11: Matériels et méthoses 22



Belabbas M. (2020). Composition chimique et activités biologiques des poly phénols de [’ortie (Urtica dioica L).
Thése de doctorat en Sciences Agronomigues. Univ. Mostaganem.

d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne lors de I'oxydation des phénols. L’intensité de

cette coloration est proportionnelle a la quantité de phénols entrée en réaction.

Un volume de 0.1mL de chaque extrait est additionné a 4.9 mL d’eau distillée, ensuite
0.5mL du réactif Folin-Ciocalteau est ajouté. Apres 3 min, 1mL de solution de carbonate de
sodium a 20% (P/V) y est additionné avant de compléter le mélange a 10 mL avec de 1’eau
distillée. Le mélange est agité et incubé 30min a I’obscurité et a température ambiante.
L’absorbance a été mesurée a 725 nm. Les teneurs en phénols totaux des extraits sont
exprimées en mg d’équivalent d’acide gallique par g de matiere végétale (mg EAG/g MV) ;

par extrapolation sur une courbe d’étalonnage d’acide gallique.

11.1.5.2. Dosage des flavonoides totaux (TFT)

Le dosage a été réalisé selon la méthode colorimétriqgue de Dowd adaptée par
Arvouet-Grand et al. (1994). 500 uL de chaque extrait est mélangé avec 500 uL de solution
de chlorure d’aluminium AICIl3 & 2% (P/V). Ce melange est agité et incuber 10 min a
température ambiante en obscurité. L’absorbance est mesurée a 415 nm. Les teneurs en
flavonoides totaux des extraits sont déterminées par extrapolation sur une droite d’étalonnage
de quercétine et exprimés en termes d’équivalent de quercétine par g de matiére végétale (mg
EQ/g MV).
11.1.5.3 Dosages des acides hydroxycinnamiques totaux (TAHCT)

Les acides hydroxycinnamiques (AHCT) ont été évalués selon la méthode de Lamaison
et al. (1990). L’extrait de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO) a été solubilisé avec du
méthanol aqueux a 50% (v/v). Un échantillon de 1mL a été ajouté a ImL d’HCI 0.5N a 1mL
de réactif d’Arnow (10g de nitrite de sodium + 10g de molybdate de sodium pour 100 mL
d'eau) et ImL de NaOH IN, puis le tout complété a 10mL avec de I’eau distillée. Ce mélange
réactionnel est agité pendant 1min et I'absorbance lue @ 505 nm. Chaque solution a été
comparée a un blanc. L'acide caféique a été utilisé pour préparer une courbe d'étalonnage et
les résultats ont été exprimés en mg équivalents d'acide caféique par g de matiére végétale
(mg ECA/g MV).
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11.1.6. Analyse chromatographique de I’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences
d’ortie (EPFIO)
11.1.6.1. Identification des polyphénols de I’extrait phénolique de feuilles et
d’inflorescences d’ortie (EPFIO) par HPLC-PDA-ESI-MS

L’identification des polyphénols d’EPFIO a été¢ réalisée par HPLC-PDA-ESI-MS
pour l’extrait qui a le taux le plus élevé en polyphénols, flavonoides et en acides
hydroxycinnamiques.

Le principe de fractionnement des composés repose sur I'équilibre des concentrations
des composes a séparer entre deux phases en contact : la phase stationnaire (colonne
chromatographique composée de grains solides tres fins) et la phase mobile (éluant liquide)
qui se deplace. La séparation est basee sur la rétention différente des constituants présents
dans la colonne. Ces derniers la parcourent avec des temps variables et liés a leurs propriétés
intrinséques (taille, structure etc.) et a leur affinité respective pour la phase stationnaire et
pour la phase mobile. A leur arrivée en bout de colonne, le détecteur (ultra-violet ou infra
rouge) mesure en continu la quantité de chacun des constituants du mélange.

- L’appareillage HPLC utilise:

Il s’agit d’un appareil HPLC ThermoFinnigan Surveyor équipé d’un auto-
échantillonneur Finnigan (Surveyor autosampler Plus) et d'une pompe quaternaire Finnigan
(Surveyor LC pump Plus), d'un détecteur a réseau de photodiodes UV-Vis Surveyor (PDA) et
d'un spectromeétre de masse a piege a ions LCQ Advantage Max (tous de Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA), couplé a une source d’ionisation par électrospray (ESI). Les
polyphénols ont été identifiés selon le temps de rétention, le systeme de détection PDA, la

spectrométrie de masse et la littérature.

- La phase stationnaire
Les performances de la séparation chromatographique sont reliées a la nature de sa
phase stationnaire, a sa longueur, a son diametre et a la taille de ses particules.
Dans la présente étude, la séparation a été effectuée sur un Gemini C18 110 A (150x2 mm, 5

pm) équipé d’une colonne ultra cartridge C18 peptide security Guard (Torrance, CA, USA).

- Laphase mobile
La phase mobile joue un role important sur la séparation et affecte I’ionisation des
molécules et de ce fait la sensibilité du détecteur. La phase mobile utilisée est constituée

d'eau (A) et de méthanol (B); acidifiés séparément avec 0.075% (V/V) d'acide formique.
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- Les conditions chromatographiques

La composition de la phase mobile varie au cours du temps selon le gradient
d’élution suivant: 2% du solvant B pendant les 5 premiéres minutes, puis gradient linéaire du
solvant B de 2 & 100% durant les 115 minutes suivantes.

Le débit est de ImL /min et le volume d'injection était de Sul. Le chromatogramme a été
enregistré a A = 280 nm et les données spectrales ont été recueillies dans la plage de 200 a 800

nm pour tous les pics.

Les données HPLC-ESI-MS / MS ont été acquises en modes d'ionisation positive et
négative, a l'aide du systeme de traitement Xcalibur (2.0 SR, thermo fisher, scientific,
wathman, MA, USA).

11.1.6.2. Quantification des différents composés phénoliques de ’EPFIO

La quantification de chaque composé phénolique présent dans I’EPFIO été effectuée a
I’aide des équations de régression des courbes d’étalonnages des standards (acide gallique,
acide chlorogénique, acide cinnamique, acide férulique, acide caféique, daphnétine,
apigénine, lutéoline, quercétine, kaempférol, Naringine, rutine, coumarine, vanilline et
catéchine) élués dans les mémes conditions chromatographiques préalablement décrites pour
les échantillons.
I1.2. Méthodes d’étude des activités biologiques de I’extrait phénolique de feuilles et

d’inflorescences d’ortie (EPFIO)

11.2.1. Les expériences in vitro
I1.2.1.1. Mise en évidence et évaluation de I’activité antimicrobienne de ’EPFIO.
11.2.1.1.1. Nature et origine des microorganismes utilisés

- les souches bénéfiques

Deux souches bénéfiques ont été utilisées, il s’agit de:

Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 provient d’un laboratoire partenaire francais :
UR 910 ecologie et physiologie des systemes digestif INRA 78352 Jouy-en-Josas, France.
Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS, une souche expérimentale isolée dans le laboratoire
LMBAFS (Laboratoire de Microorganismes Bénéfiques, Aliments Fonctionnels et de la
Santé) a partir de selles de nourrissons allaités exclusivement au sein et ne recevant aucune

antibiothérapie, cette souche a été identifiee genétiquement.
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- Les souches pathogenes

Les souches appartiennent toutes a la collection américaine ATCC (American Type
Culture Collection) et il s’agit de :
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Listeria monocytogenes (ATCC 7644),
Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli (ATCC 10536), Salmonella typhimurium
(ATCC 13311), Bacillus cerus (ATCC 10876), Bacillus substilus (ATCC 6633),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus hirae (ATCC 10541), Proteus
mirabilis (ATCC 13315), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883). Une levure pathogéne Candida albicans (ATCC 10231) a aussi été utilisée.
11.2.1.1.2. Conditions de culture des souches

La mise en culture des bactéries pathogenes nécessite un milieu liquide « Bouillon coeur
cervelle» BHI, utilisé comme milieu d'enrichissement. Le test du pouvoir antimicrobien est
réalisé sur le milieu solide Mueller Hinton. La détermination de la concentration minimale
inhibitrice est réalisée avec le milieu liquide Mueller Hinton. Leur incubation se fait a 37°C
en aérobiose sur milieu solide ou liquide.

Pour les souches bénéfiques LbRE-LSAS et Bb12, le milieu MRS a pH 6.5 a été utilisé
sous forme de bouillon pour leur culture et sous forme gélosé pour le test de 1’activité
antimicrobienne.

Etant donné que les bifidobactéries ne tolerent pas 1’oxygéne, leur culture nécessite
I’adition de cystéine chlorhydrique Cys-Hcl a 0.05% au milieu (Scardovi, 1986). Les
conditions d’anaérobiose sont assurées par I’utilisation de jarres d’anaérobiose. La souche
LbRE-LSAS est une bactérie anaérobie facultative, elle est incubée a 37°C en aérobiose sur
milieu solide ou liquide. Le milieu Sabouraud Dextrose Agar a été utilisé pour la levure
Candida albicans.

Tous les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage a 121°C pendant 20 min.
I1.2.1.1.3. Mise en évidence du pouvoir antimicrobien de P’EPFIO par la méthode de
diffusion sur gélose

L'extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d'ortie (EPFIO) a une
concentration de 200 mg/mL de DMSO (diméthylsulfoxyde) a 10% a été utilisé pour la
détermination de l'activité antimicrobienne, en utilisant la méthode de diffusion sur milieu
gélosé décrite par I'Institute of Clinical Laboratory Standards (2008).

La pré-culture des souches utilisées a été préparée 16h a l'avance et les cultures

bactériennes ont été ajustées a une concentration de 108 UFC / mL et ensemencées dans 20mL
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de milieu de culture. Aprés 15 min de repos, les disques stériles imprégnés de 10uL. d’EPFIO
ont été déposeés sur le milieu.

Des antibiotiques ont été utilisés comme contréle positif, la vancomycine (VA-oxoid
CTO0058B, US) et la gentamicine (CN-oxoid CT0072B, US) (30 ug / mL) ainsi qu'un agent
antifongique, le micanazole (40 ug/mL). Le controle négatif était un disque imbibé de DMSO.
Les boites ont été incubées aprés 30 min a 37 ° C pendant 24 h, et les diametres des zones
d'inhibition ont été mesurés.
11.2.1.1.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’EPFIO

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des échantillons d’EPFIO testés a été
déterminée par la méthode de microdilution en bouillon (CLSI, 2009) a l'aide d'une
microplaque a 96 puits. Chaque puits recois 100 pL de suspension bactérienne (10° CFU /
mL) et 100 pL d'extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO) a
différentes dilutions (de 0.009 a 20 mg / mL). La CMI a été définie comme la concentration la
plus faible a laguelle aucune croissance bactérienne n'a été observée apres incubation a 37 °C
pendant 24 heures. Apres chaque détermination de CMI, le contenu du puits de CMI est
ensemencés sur milieu solide Mueller Hinton et incubé a 37 ° C pendant 16h pour évaluer
l'effet bactérien de I’EPFIO: bactéricide lorsqu'aucune croissance visible n’est observée et

bactériostatique lorsqu’il y a formation de colonies.

I1.2.1.2. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante d’extraits phénoliques de
feuilles et d’inflorescence d’ortie (EPFIO)
11.2.1.2.1. Détermination de la capacité antioxydante de ’EFPIO en équivalents Trolox
(TEAC : Trolox Equivalent Antioxydant Capacity)
Dans ce test developpé par Rice-Evans et Miller (1994) et modifiée par Re et al.
(1999), I’activité antioxydante est estimée par la capacité d'un composé a piéger le radical
ABTS®* obtenu a partir de I’ABTS [sel d’ammonium de I’acide 2,2-azinobis- (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)] par rapport a l'activité d’un standard qui est le Trolox
(acide 6- hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique), dont la structure moléculaire

cyclique est similaire a celle de la vitamine E.

Le cation radicalaire ABTS®* est généré en mélangeant une solution d'ABTS a 7 mM/L
avec une solution de persulfate de potassium a 2.4 mM /L dans un rapport 5v/1v et laissé a
I’obscurité pendant 12 a 16h a température ambiante. Ensuite, ce mélange est dilué avec du

méthanol jusqu'a I’obtention d’une absorbance de 0.70 + 0.02 a 734 nm.
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Un volume de 20 pL. d’EPFIO testé ou de I'étalon a différentes concentrations a été
ajouté a 2 mL de solution ABTS°" et I'absorbance a été mesurée a 734 nm apres 6 min contre

un blanc. L'acide ascorbique et la quérécétine ont été utilisés comme témoins positifs.

Une courbe d’étalonnage de trolox est réalisée. Pour cela une gamme de concentrations
entre 0 et 250 UM /L de trolox est préparée. Les résultats sont exprimés en mM d'équivalent
Trolox par gramme d'échantillon.

11.2.1.2.2. Mesure du pouvoir réducteur du fer ferrique ou « Ferric Reducing
Antioxydant Power ou FRAP»
Le pouvoir réducteur de ’EPFIO a été déterminé par la méthode FRAP qui consiste a
mesurer la capacité d’un échantillon a réduire le complexe ferrique tripyridyltriazine (TPTZ)
en tripyridyltriazine ferreux a un faible pH. Ce complexe de tripyridyltriazine ferreux a une

couleur bleue dont I’intensité est mesurée a 593nm (Benzie et Strain, 1996).

Le réactif FRAP utilisé a été préparé en mélangeant 25 mL de tampon acétate de sodium
a 300 mM (pH 3.6), 2.5 mL de TPTZ a 10 mM (2,4,6-tri (2-pyridyl) -s-triazine) dissous dans
du HCI 40 mM, et 2.5 mL de chlorure ferrique (FeCl3) a 20 mM dans un rapport 10V/1V/1V.

Un volume de 1.5 mL du réactif FRAP a ensuite ¢t¢ mélangé avec 70 pL d’EPFIO et
incubé a 25°C pendant 5 min. L'absorbance a été mesurée a 593 nm contre le blanc (le réactif

FRAP). La quercétine et I'acide ascorbique ont été utilisés comme témoins positifs.

Les résultats ont été obtenus par extrapolation sur une courbe d’étalonnage de sulfate
de fer (FeSO4) et exprimés en millimoles de Fe?* par gramme d'extrait d'EPFIO (mM Fe?*/ g
d’EPFIO) en utilisant une courbe d'étalonnage, qui a été obtenue en utilisant des solutions de
FeSOa.

11.2.1.2.3. Méthode de piégeage du radical libre, le 2, 2-diphenyl-1-picryl hydrazyl
(DPPH®)

La capacité des polyphénols d'U dioica a piéger le radical 2,2-diphényl-2-
picrylhydrazyle (DPPH®), a été évaluée selon la méthode de Yang et al. (2008). Le diphényl
picryl-hydrazyle (DPPH) est un radical libre stable, violet en solution et présentant une
absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est
réduit en diphenyl picryl-hydrazine par un composé a proprieté anti radicalaire, entrainant

ainsi une décoloration (I’intensité¢ de la coloration est inversement proportionnelle a la
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capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons) (Sanchez-Moreno,

2002). On peut résumer la réaction sous la forme de I’équation :
DPPH® + (AH), ——» DPPH-H + (A%,

Ou (AH), représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet)
pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune).

Un millilitre de la solution méthanolique de I'EPFIO a différentes concentrations a été
ajouté a 3 mL d'une solution méthanolique de DPPH a 0.1 mM/ L. Aprés 20 min d'incubation
a 27°C, l'absorbance a été mesurée a 517 nm contre un témoin. L'acide ascorbique et la

quérectine ont été utilisés comme antioxydants de référence.
Le pourcentage de piégeage du radical DPPH a été calculé comme suit:
Taux (%) d’activité antiradicalaire = [1- (Abs EPFIO /Abs témoin)] x 100

Les valeurs d’ICsp (concentration inhibitrice a 50%) ont été déterminées a partir des
courbes de l'activité d'inhibition des radicaux DPPH en fonction des concentrations de I'extrait

par la méthode de régression. Ces valeurs sont exprimées en mg /mL.

11.2.1.2.4. Détermination du niveau d’inhibition du blanchiment du p-caroténe

Dans le test du blanchiment du B-carotene, la présence des 11 paires de doubles
liaisons rend le P-caroténe extrémement sensible aux radicaux libres dérivés
d’hydroperoxydes qui sont formés a partir de I’oxydation d’acide linoléique dans un systéme
d’émulsion aqueuse en aboutissant a la dégradation du B-carotene (Unten et al., 1997). La
présence des antioxydants comme les polyphénols réduisent I’ampleur de la destruction du f -
carotene en neutralisant les hydroperoxydes et d’autres espéces radicalaires formées a
I’intérieur de ce systéme.

Le test a été réalisé selon la méthode de Yu et al. (2006). Un mélange de 0.5 mg de -
carotene a été dissous dans 1mL de chloroforme et mélangé a 25uL d'acide linoléique et
200ug de Tween-20. Le chloroforme a été éliminé sous vide a 50°C, puis 100 mL d'eau
distillée saturée en oxygene ont été ajoutés lentement sous agitation vigoureuse pour former
une émulsion dont 5 mL ont été ajoutés a un tube contenant 1mL de la solution antioxydante

(extrait EPFIO, quercétine ou acide ascorbique) a différentes concentrations.
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L'absorbance a été immédiatement mesurée a 470 nm, ensuite les tubes ont été placés
dans un bain marie a 50 ° C et l'absorbance a été mesurée a 120 minutes. L'activité

antioxydante a été évaluée a l'aide de la formule suivante:
AAY% = [1- (Ac-Ay) / (Ace-Acy)] x 100

Ou AA est l'activité antioxydante, A, I'absorbance initiale, A¢ I'absorbance aprés 120 min, Aco

I'absorbance initiale du témoin et Act I'absorbance du témoin aprés un temps de 120 min.

La valeur ICso est définie comme la concentration des antioxydants
correspondant & 50 % d’inhibition. Elle est calculée a partir de la courbe des pourcentages
d’inhibition en fonction des concentrations de I’extrait. Ces valeurs sont exprimées en

mg/mL.

I1.2.1.3. Méthodes d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de ’EPFIO
11.2.1.3.1. Test d’inhibition de la dénaturation de I’albumine sérique bovine

Le principe de cette méthode se résume a inhiber la dénaturation thermique de
I’albumine sérique bovine (BSA) selon le protocole de Jagtap et al. (2011). Le Diclofenac de
sodium est utilisé a différentes concentrations comme anti-inflammatoire standard.

Des solutions de différentes concentrations (50, 100, 250, 500 et 1000ug/mL) de
I’EPFIO et de I’anti-inflammatoire standard, le Diclofenac de sodium, ont été utilisées dans la
conduite de ce test. La procédure consiste a mélanger 1mL de chacune des solutions EPFIO et
Diclofenac de sodium avec 1mL de la BSA a 1ImM dans du tampon phosphate (0.2M et pH =
7,4). L’ensemble est incubé 15mn a une température de 27+1°C, puis placé au bain marie a
60+1°C pendant 10 min, I’absorbance est mesurée a 660nm.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de I’albumine a été calculé comme
suit :

% d’inhibition = 100- (Vt-Vc / Vc)*100
V1t : absorbance d’EPFIO ou du standard.
V¢ : absorbance du controle.
11.2.1.3.2. Test de stabilité de la membrane des globules rouges humains vis-a-vis de
I’hémolyse
Selon le protocole de Shinde et al. (1989), le principe de ce test consiste a stabiliser

la membrane de globule rouge vis-a-vis de I’hémolyse induite par une solution hypotonique.
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Pour cela, du sang humain prélevé sur des volontaires sains et consentants est
récupéré dans des tubes contenant un volume égale de solution d’Alsever stérilisée (2% de
dextrose, 0.8% de citrate de sodium, 0.05% d'acide citrique et 0.42% de chlorure de sodium
dans 100 mL d'eau distillée) puis centrifugé a 3000 tours/ min pendant 20 min. Apres
élimination du surnageant, le culot cellulaire est rincé avec une solution isosaline a 0.85%
(P/V) et pH =7.4.

Un volume de 0.5mL d’extrait EPFIO ou de I’anti inflammatoire standard, le
diclofénac, a différentes concentrations 50 pg /mL, 100 pg/mL, 200 pg /mL, 500 pg /mL, 800
ug /mL, 1000 ug/mL) est mélangé avec 1mL de tampon phosphate (0.15M, pH 7.4) et 2mL de
la solution hypossaline (0.36% de NaCl) ainsi que 0.25mL de suspenssion des globules
rouges.

Ce mélange est incubé 30min a 37°C, laissé refroidir pendant 20min, puis centrifugé a
3000 tours /min pendant 20 min. L’absorbance des suenageants récupérés est mesurée a
560nm.

Le pourcentage de stabilisation de la membrane du globule rouge contre 1’hémolyse est
déterminé selon la formule suivante :

% de stabilisation= 100- [(Al (échantillon/ standard) / A0 (contrdle) * 100]

AQ : est I’absorbance de la réaction controle.

Al : est I’absorbance en présence de 1’échantillon ou le standard (diclofenac)

11.2.1.4. Méthode d’évaluation de la neurotoxicité d’extraits phénoliques d’ortie

Pour déterminer un éventuel effet toxique de 1’extrait étudié sur les cellules neuronales
cancéereuses CAD (ou cath.a), un test de viabilité cellulaire appelé aussi le test du MTT [3-
(4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium bromide] est réalisé.

11.2.1.4.1. Nature, origine et culture de la lignée cellulaire neuronale tumorale utilisée

Des lignées de cellules catécholaminergiques du systeme nerveux central, Cath.a, sont
obtenues par oncogenése ciblée chez des souris transgéniques, portant un antigene de type
sauvage SV40T sous contrdle transcriptionnel du promoteur tyrosine hydroxylase de rats
(Suri et al., 1993). Le dépositaire et I’auteur est le Dr D. Chikaraishi, du département de

neurobiologie, Centre médical de I’Université Duke, Durham, Caroline du Nord, Etats-Unis.

La culture des cellules CAD et les expériences ont été réalisées dans des installations de

CL1 dans des conditions stériles. Des cellules CAD ont été cultivées a 37°C sous 5% de CO»
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sur des flacons de culture tissulaire de 75cm? (T75) (Sarstedt, Newton, NC), dans un milieu
spécifique commercialisé sous 1’étiquette « Dulbecco's modified eagles' medium DMEM/F-12
Media - GlutaMAX™-| » (GIBCO, Grand Island, New York, USA), additionné de 10% de
sérum feetal bovin (FBS, Sigma, St. Louis, Missouri, USA).

Les cellules ont été soumises a un passage tous les 6 a 7 jours a une dilution de 1/4.
Les cellules CAD se différencient pour former des axons neuronaux dans des conditions sans
sérum. Pour induire une différenciation morphologique, les cellules ont été transférées sur le

méme milieu sans supplément de sérum apres 12-24 h,

Une fois les cellules CAD deviennent confluentes a 80% a peu prés dans les flacons de
culture, on jette le milieu de culture d’origine, puis on rajoute 10 mL de nouveau milieu
specifique « Dulbecco's modified eagles’ medium DMEM/F-12 Media-GlutaMAX™- | »
additionné de 10% de sérum fcetal bovin dans chaque flacon.

On déloge les cellules, adhérant aux parois des flacons, par un pipetage doux en aspirant
et en injectant doucement le milieu de culture, pendant 3 minutes, pour ne pas détruire les
cellules. Le contenu de chaque flacon est récupeéré et centrifugé a 1000 tours/min pendant 5
min pour récupérer le culot de cellules et éliminer le surnageant. 5mL du milieu spécifique
DMEM/F-12 est ajouté au culot de cellules et c’est a partir de cette suspension que les
dilutions désirées pouvaient alors étre préparées.
11.2.1.4.2. Procédure opératoire

La viabilité des cellules neuronales cancéreuses CAD a été déterminée en utilisant le
test MTT [3- (4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium bromide], basé sur la
réduction d'un sel de tétrazolium par les déshydrogénases mitochondriales dans les cellules
viables. Les cellules CAD ont été placées dans une plaque de culture tissulaire a 24 puits. Une
série de concentrations d'extraits EPFIO ont été préparées (1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 mg
/mL) en utilisant 10 pL de diméthylsulfoxyde (DMSO) comme diluant initial, puis en
complétant avec de l'eau distillée. Les dilutions sont ensuite injectées dans la plaque a 24

puits et incubées a 37 °C (sous atmosphére 5% de CO,).

Apreés 24 heures de traitement, 50 pL de solution tampon de phosphate (PBS a pH 7.4)
contenant 5 mg/mL de MTT ont été ajoutés a chaque puits et incubés a 37°C (sous
atmosphére 5% de CO.) pendant 2 heures et demie. Ensuite, le contenu de chaque puits est
placé dans un tube Eppendorf et centrifuge pendant 10 min a 13 000 trs /min, le surnageant
est éliminé (le milieu contenant du MTT). En dernier, 250 uL d'isopropanol ont été ajoutés au
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culot de chaque eppendorf et bien agité. La densité optique d'échantillons de 100 L a été

déterminée par spectrophotométrie a 596 nm (ThermoLabsystems Multiskan Ascent, V1.3).

La viabilité cellulaire relative a été déterminée par la quantité de MTT convertie en
sel de formazan insoluble par rapport au témoin (traité au PBS). La réduction de la viabilité
des cellules a été déterminée par réduction de I'absorbance des échantillons a diverses
concentrations par rapport au témoin non traité (100% viables). Toutes les données sont
présentées sous forme de moyenne + écart type (ET) pour 5 répétitions pour chaque

échantillon préparé.

11.2.2. Les expériences in vivo
11.2.2.1. Les animaux d’expérience et conditions d’élevage

Des rats males et femelles Wistar pesant entre 150g et 200g ont été utilisés dans la
présente expérimentation. Les rats ont été fournis par I’institut Pasteur d’Algérie. Ces
animaux ont été placés dans des cages métaboliques de maniere aléatoire au niveau de
I’animalerie afin de former 7 lots a raison de 4 rats (2 males et 2 femelles) par lot dans le cas
de I’étude toxicologique et de 6 rats males par lot dans le cas de 1’é¢tude de D’activité
analgesique, antipyrétique et antiinflammatoire. Les rats ont été maintenus & une température
de 25 £ 2°C, avec un cycle naturel de lumicre et d’obscurité et ont bénéficié d’une période
d’adaptation de 15 jours avant leur utilisation ou ils ont re¢u la nourriture (croquettes
provenant de la société de production des aliments pour animaux, Bouzaréa, Alger) et I’eau
de robinet a volonté (Figure 2). Le protocole est conforme aux lignes directrices du National
Institute of Health (NIH-USA) qui impose I’utilisation d’animaux males et femelles pour

mener une étude toxicologique.

Figure 2 : les rats Wistar en élevage
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11.2.2.2. Détermination de la toxicité aigiie d’extraits phénoliques de feuilles et

d’inflorescences d’ortie (EPFIO) chez le rat Wistar
11.2.2.2.1. Mode opératoire

Apreés 16 heures de jelne, six lots de 4 rats (2 males et 2 femelles) ont recu par voie
orale 500, 1000,1500, 2000 mg d’EPFIO/kg de poids corporel ; le septiéme lot a été utilisé
comme témoin recevant de I’cau distillée, a raison de 10 ml/kg (Ouédraogo et al., 2012).
11.2.2.2.2. Détermination de la dose létale 50 (DLso)

Une observation comportementale a été réalisée 3h apres 1’administration de I’extrait
EPFIO. Ensuite une hydratation et une alimentation ont été effectuées de fagcon quotidienne
pendant 14 jours. Pendant cette période, les signes de toxicité notamment la modification du
pelage, la motilité, les tremblements, le poids, 1’aspect des selles, la mobilité ainsi que le
déces ont été notés (Ouédraogo et al., 2012). La DLso est la dose d’extrait qui causerait la
mort de 50% des rats. Elle est calculée selon la méthode de Karber et Behrens (Turner, 1965)
en utilisant la formule:

Dose létale 50 = DLso = DL1go - (3ab / n)

DL1oo : dose létale 100
a : différence entre deux doses successives.
b : moyenne de morts entre deux doses successives.

n : nombre moyen d’animaux par lot.

11.2.2.3. Détermination de ’activité analgésique de I’extrait phénolique de feuilles et

d’inflorescences d’ortie (EPFIO) chez le rat Wistar

L’activité analgésique périphérique de I’EPFIO a été déterminée par deux méthodes : le

test du writhing et le test a la formaline réalisés chez des rats males.
11.2.2.3.1. Test du writhing : constriction abdominale
11.2.2.3.1.1.. Procédure d’induction de la douleur

Selon la méthode de Koster et al. (1959), la procédure consiste a induire une action
algogeéne par injection intrapéritonéale d’une dose de 10mL d’acide acétique 1% (V/V)/Kg
poids corporel a des rats males. Cette injection provoque une sensation de douleur qui se
manifeste chez le rat par un mouvement d’étirement des pattes postérieures et de torsion de la
musculature dorso-abdominale, appelés crampes abdominales. Pour cela, 6 lots de 5 rats

males ont été prépares et mis a jeun 16 h au préalable.
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Une heure avant I’induction de la douleur, les lots de rats ont regu les traitements

suivants par voie orale a une dose de 10 mL/kg poids corporel:

Lot 1 (témoin négatif) : 1’eau distillée.

Lot 2 (témoin positif) : I’aspirine (10mg/kg).

Lot 3, 4 et 5 : respectivement 100, 200 et 300 mg d’EPFIO/kg poids corporel
Lot 6 (lot de référence) : aucun traitement.

11.2.2.3.1.2. Procédure de suivi et d’évaluation de I’activité analgésique

Le dénombrement des crampes par observation du comportement des rats débute cing
minutes aprés I’injection de 1’acide acétique, le nombre de contorsion a été compté chez
chaque rat durant 15 minutes.

L’effet analgesique a été estimé par le pourcentage d’inhibition des crampes, selon la
formule suivante (Chaturvedi et al., 2012):

% inhibition= (1- Wy Wp) x 100
W, représente la moyenne du nombre de contorsions des rats du lot témoin
Wt est la moyenne du nombre de contorsion des rats du lot traité.
11.2.2.3.2. Test a la formaline
11.2.2.3.2.1. Procédure d’induction de la douleur
Ce test est réalisé selon le protocole de Hunskaar et Hole (1987). La méthode

utilisée dans cette étude est similaire a celle décrite dans la précédente étude (constriction
abdominale). La douleur a été induite chez des rats méles par l'injection de 20 pL de la
solution de formaline a 5% (V/V) dans la patte arriére droite. Six lots de cing rats ont été
préparés et ont regu par voie orale, une heure avant I’injection de la formaline, les traitements

suivants avec un volume de 10 mL /Kg p.c.:

Lot 1 (témoin négatif) : I’eau distillée.
Lot 2 (témoin positif): I’indométacine (10 mg/kg).
Lot 3, 4 et 5: respectivement 100, 200 et 300 mg/kg d’extrait EPFIO.

Lot 6 (lot de référence) : aucun traitement.

11.2.2.3.2.2. Procédure de suivi et d’estimation de I’activité analgésique
11.2.2.3.2.2.1.Estimation du temps de lechement de la patte
Le temps enregistré durant le lechement de la patte est indicateur de la douleur.
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Immédiatement apres 1’injection de la solution de formaline, le temps de léchage de la patte
traitée a été compté pendant les cing premieres minutes (premiére phase appelée la douleur
neurogéne). Ensuite, le temps de léchage est compté une deuxieme fois entre 15 et 30 min
(deuxieme phase appelée la douleur inflammatoire)
11.2.2.3.2.2.2.Pourcentage de protection

Dans ce test, I’activité analgésique est estimée par le pourcentage de protection contre

la douleur selon la formule suivante (Hunskaar et Hole, 1987):
% de protection = (1 - T¢/ T¢) x 100

T=temps moyen de léchement chez le lot témoin.

T = temps moyen de léchement chez le lot traité.

11.2.2.4. Détermination de P’activité antipyrétique de PEPFIO chez le rat Wistar

L'activité antipyrétique de I'extrait phénolique a été réalisée par la méthode de pyrexie
induite par la levure de biére selon la méthodologie adaptée de Sawadogo et al. (2006). Des
rats males-ont été répartis au hasard en cing groupes (n = 6). La température rectale initiale de
chaque rat a été mesurée a l'aide d'un thermometre numérique. Ensuite, les rats ont regu par
voie sous cutanée, dans la région dorsolatérale, une suspension aqueuse a 20% (P/V) de
levure de biere a une dose de 20 mL/ kg poids corporel.

Apres 18 h, la température rectale a été mesurée a nouveau et les animaux qui
présentaient une augmentation de la température rectale basale supérieure ou égale a 0.5 °C
ont été sélectionnés pour le test. Les lots ont été homogénéisés quant au niveau de
I’hyperthermie.

Les différents lots ont recu, par voie orale, les traitements suivants avec un volume de 10mL
/Kg poids corporel:

Lot 1 témoin : I’eau distillée.

Lot 2 de référence : paracétamol (10mg/kg).

Lot 3, 4 et 5 : respectivement 100, 200 et 300 mg/kg d’extrait EPFIO.

L’évolution des températures rectales est suivie par des mesures chaque 1h pendant 6

heures apres I'administration des échantillons, a lI'aide d'un thermometre numérique lubrifié.
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11.2.2.5. Méthode d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de ’EPFIO chez le rat
Wistar
11.2.2.5.1. Procédure d’induction de ’inflammation (cedéme) par la carragénine
Le test est effectue selon la méthode de Winter (1962) ; selon laquelle, une injection de
carragénine sous la vodte plantaire de la patte arriere droite du rat provoque une réaction
inflammatoire qui peut étre réduite par des substances anti-inflammatoires.
Cette réaction se traduit par un cedéme dont le la mesure du volume permet de suivre
I’évolution du processus inflammatoire.
Les rats males ont été mis a jelin 16 heures avant 1’expérimentation et le volume initial
(\VV0) de la patte arriere droite et gauche ont été mesurés.
Les rats ont regus les traitements suivants par voie intra-péritonéale (ip) (fig. 3) avec un
volume de (10 mL/Kg):
- Lot 1 (lot de référence) : aucun inducteur d’inflammation et aucun traitement.
- Lot 2 (témoin positif): la solution véhicule (I’eau physiologie);
- Lot 3 (témoin négatif) : un anti-inflammatoire utilisé en thérapeutique qui est le
diclofenac (10 mg/kg) ;
- Lot 4,5,6,7 : ces quatre lots de rats recoivent respectivement 100, 150, 200 et 250 mg
d’extrait EPFIO / kg poids corporel.
Une heure apres, les rats de chaque lot ont subit une injection de 100uL d’eau
physiologique dans la vodte plantaire de la patte gauche du rat et de 100uL de carragénine 1%

(P/V) en méme temps dans la vodte plantaire droite du méme rat.

Figure 3 : injection par voie intra-péritonéale (ip) des traitements.
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11.2.2.5.2. procédure de suivi de I’évolution de I’cedéme

Pour suivre 1’évolution de 1’cedéme, on a mesuré les deux pattes grace a un vernier
caliper : une patte traitée P(t) et une autre non traitée P(nt), et ceci a 1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 6h
aprés I’injection de la carragénine (fig. 4). Ces valeurs seront corrigées en tenant compte de la
valeur (d) mesurée a 1h avant I’injection de la carragénine. Cette valeur (d) représente la
différence anatomique entre les deux pattes (Chatter Riahi et al., 2012):

d = p(t)-p(nt)

p(t) : patte droite traitée.

p(nt) : patte droite non traitée.

La moyenne des valeurs obtenues pour chaque lot a un temps donné sera déterminée
selon la formule (1). Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme (P1O) permet d’évaluer le
potentiel anti-inflammatoire de 1’extrait EPFIO et de le comparer a celui du produit de lot
témoin ; le P1O a été calculé selon la formule (2) (Chatter Riahi et al., 2012):

M= (D-d)= [X (D-d)/n] Q)

P10 %= [M (D-d) témoin- M (D-d) essai] / M (D-d) témoin *100 (2)

M : moyenne des valeurs obtenues.
D : différence entre la patte traitée et la patte non traitée a un temps donné.
d : différence anatomique entre les deux pattes.

n : nombre de rats pour chaque lot.

Figure 4: mesure de I’cedéme a 1’aide d’un vernier caliper.
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11.2.2.5.3. Prélevement sanguin et dosage des marqueurs de I’inflammation

Apres les 6 heures de 1’expérimentation et afin d’éviter tout risque de changement des
parameétres biochimiques par application d’une anesthésie générale, les rats ont été maintenus
sous une légere anesthésie de chloroforme et sacrifies juste avant la collecte des échantillons
de sang. Le sang est prélevé par ponction au niveau de 1’aorte jugulaire pour le dosage des
marqueurs de I’inflammation.
11.2.2.5.3.1. Dosage de la C-Protéine Réactive (CRP) et de I’albumine

La protéine C-réactive et I’albumine sont des protéines de la phase aigue qui apparaissent

dans le sang lors des processus inflammatoires. Les modifications du taux des protéines de la
réponse inflammatoires peuvent avoir une grande valeur indicative (Fablet et Madec, 2009).

Le sang prélevé sur les rats est centrifugé a 2500 tr/min pendant 15 minutes, le sérum
est ensuite récupéré. Les protéines ont été dosées par des méthodes immunoturbidimétrique
quantitative et spectrophotométrique réalisées au niveau d’un laboratoire d’hématologie privé

en utilisant un analyseur automate et un analyseur de biochimie.

11.2.2.5.3.2. Formulation et Numération Sanguine (FNS)

Le sang prélevé est récupéré dans des tubes EDTA pour réaliser une NFS ou
hémogramme qui est définit comme étant 1’é¢tude cytologique quantitative et qualitative du
sang circulant.

Cette analyse a aussi été réalisée dans un laboratoire d’hématologie privé, laboratoire de Dr
ATTOU (spécialiste en hématologie).
11.2.2.5.4. Examen histologique des pattes de rats traités

Les pattes de chaque lot de rats sont prélevées et fixées par immersion dans une
solution de formaldéhyde a 10% (V/V) pendant 72 heures ; ensuite les tissus fixés ont été
incorporés dans de la paraffine pour réaliser des coupes de 3 et 5um avec un microtome. Ces
coupes ont ét¢ montées sur des lames de verre et colorées avec de 1’hématoxyline et de
I’€osine pour une analyse en microscopie optique.

L’ensemble de la manipulation a été réalisée au laboratoire d’histologie vétérinaire de

I’institut Pasteur d’ Alger.

111.3. Analyse statistique
Chaque protocole de cette étude a été répété cinqg fois. L'analyse statistique a été réalisée a

l'aide du logiciel IBM SPSS version 26.0. Les résultats sont exprimés sous forme de
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moyennes + écart type et les différences entre les moyennes ont été évaluees a l'aide d'une
ANOVA (analyse de la variance univari€) ou une MANOVA (analyse de la variance
multivariée) suivi du test Post hoc de Tukey. Afin de caractériser la relation entre les
capacités antioxydantes détectées par différents tests et les teneurs totales en phénols, acides
hydroxycinnamiques et flavonoides ; Les résultats ont été évalués en utilisant les coefficients
de corrélation de Pearson. La différence était considérée comme significative a P<0,05

hautement significative a P<0,01 et hautement significative a P<0,001.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Extraction des polyphénols

L’effet thérapeutique de nombreuses espeéces végétales est souvent attribué a la
présence de composes phénoliques dans leurs tissus (Vajic et al., 2015; 2018). Cela justifie
I’intérét croissant en recherche, a I’égard de ces substances. C’est dans ce contexte que cette
étude a été entreprise en choisissant 1’ortie, Urtica dioica, comme source potentielle en
polyphénols responsables en partie des vertus qui lui sont imputées. C’est ainsi que
différentes extractions de composés phénoliques a partir des parties aériennes (feuilles et

inflorescences), fraiches et séches, d’U. dioica ont été réalisées.

111.1.1.Rendement de I’extraction
Les rendements des différents extraits sont définis comme étant les rapports de la
quantité de substances végétales extraites sur la quantité de matiére végétale utilisée. Les

résultats sont présentés dans le tableau 4.

Une différence hautement significative (ANOVA, P< 0.01) entre les différents extraits
vis-a-vis du rendement a été révélée. Ainsi, on observe que les rendements en polyphénols
des extraits méthanoliques (EM) sont inférieurs a ceux obtenus par le mélange
eau/méthanol/acétate d’éthyle (extrait EMAE) pour une méme forme de matériel végétal. Les
rendements les plus élevés sont enregistrés avec le matériel végétal séché a température

ambiante suivi par le matériel végétal frais et en dernier celui séché a 1’étuve.

Selon le test Tukey, les rendements obtenus avec les six extraits sont classés en trois
groupes homogeénes. La figure 5 montre que les rendements les plus faibles sont enregistrés
par les deux extraits du matériel végétal séché a 1’étuve, ainsi que par ’EM du matériel
veégétal frais (3.28%, 5.38% et 4.72%). Il n’existe pas de différence significative entre ces

trois extraits pour le rendement (P= 0.81).

L’extrait EMAE du matériel végétal frais appartient au groupe de moyennes
intermédiaires mais ne présente pas une différence significative avec I’EM du matériel végétal
séché a température ambiante (P=0.65). Ce dernier forme avec 1’extrait EMAE du matériel
végétal séché a température ambiante, un groupe homogéne (P= 0.13) avec les rendements les

plus élevés (9.04% et 10.94% respectivement).
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D’apres les résultats obtenus, on constate que la méthode d’extraction et le prétraitement

du matériel végétal utilisé ont induit une variation significative des valeurs de rendement de

I’extraction des polyphénols.

Tableau 4: Rendements d’extraction des polyphénols de feuilles/inflorescences d’U. dioica

Rendement en polyphénols (%0)
Différentes formes Extraction EMAE -
du matériel vegetal Extraction méthanol | eau/méthanol/ acétate
(EM) d’étyle
Frais 472 +£0.91 7.98 +1.42
Séché a I’étuve 3.28+0.36 5.38+0.39
Séché a température 9.04 + 0.49 10.94 +0.92
ambiante
P<0.01

10,00

8,00

6,00

Rendement %

4,00 |

00

EM: MV. séché a
l'étuve al'étuve

EMMYV. frais EEMAEMV. siché EEMAEMV. fras EEM: MVsichi T° EEMAE: MV. siché

ambianie a T°ambiante
Differents extraits

Barres d'erreur : Ecart type a +/- 1

Figure 5: Effet du solvant d’extraction et du prétraitement du matériel végétal sur le

rendement d’extraction des différents extraits d’Urtica dioica (test Tukey, P<0.05).

La prolongation du temps d’extraction améliore, en principe, la solubilit¢ des
polyphénols en raison de la deuxieme loi de diffusion de Fick qui prédit que 1’équilibre
d’extraction sera atteint aprés un certain temps (Silva et al., 2007). En revanche, une

extraction prolongée, peut induire des réactions indésirables telles que la dégradation
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enzymatique et I’oxydation des composés phénoliques, d’ou une diminution du rendement en
polyphénols (Stevigny et al., 2007 ; Khoddami et al., 2013; Robards 2003). Ainsi, le
rendement d’extraction en polyphénols obtenu dans les travaux de Sidaoui et al. (2015) sur la
composition des feuilles d’U. dioica, avec une macération pendant 24 h, est de 7.5%. Ce taux
est inférieur aux rendements obtenus dans nos travaux avec 2 macérations successives de 30

min chacune.

De leur c6té, Zekovic et al. (2017) en utilisant 1’éthanol a 96% pour 1’extraction des
polyphénols a partir de feuilles d’U. dioica ont enregitré un rendement de 3.66% ; et en
utilisant 1’acétate d’éthyle seul, le rendement était de 1.50%. Ces taux sont inférieurs a ceux

obtenus dans le présent travail.

Toutefois, il est nécessaire de signaler que la comparaison de nos résultats avec ceux
de travaux antérieurs s’avere difficile car plusieurs facteurs (solvants, méthode d’extraction,

origine du matériel végétal, etc.) réduit la fiabilité d’une comparaison entre les études (Silva

et al., 2007).

111.1.2. Teneurs en polyphénols totaux des feuilles et inflorescences d’ortie

Les teneurs en phénols totaux des extraits sont exprimées en termes d’équivalent en mg
d’acide gallique par g de matiere vegétale (mg EAG/g MV) ; par extrapolation sur une courbe

d’étalonnage de 1’acide gallique (Fig. 6).
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Figure 6: courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits sont reportées dans le tableau5.

Les résultats confirment que la méthode et les solvants d’extraction utilisés, ainsi que le
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prétraitement du matériel végétal (MV), induisent une différence hautement significative entre
les différents extraits pour la teneur en polyphénols totaux (ANOVA, P<0.001). Les extraits
obtenus par I’extraction EMAE présentent des teneurs plus élevées que celles des extraits

méthanoliques.

Le matériel végétal frais présente le taux le plus élevé qui est de 8.06 £ 0.01 mg
EGA/g, suivi du matériel séché a température ambiante avec 6.11 + 0.16 mg EAG/g et en

dernier celui séché a I’étuve avec un taux de 5,67+0,41 mg EAG/g.

Sur la base de leurs teneurs en polyphénols totaux, les extraits sont classés en 5
groupes homogenes (fig.7). De cela, il apparait qu’il existe une différence trés hautement
significative (P<0,001) entre I’extrait le plus riche en polyphénols (matériel végétal frais
soumis a l’extraction EMAE et le reste des extraits. Par contre, entre les deux extraits :
feuilles et inflorescences séchées a température ambiante soumises a 1’extraction EMAE et
celles fraiches soumises a 1’extraction au méthanol il n’existe pas de différence significative
(P=0.15). L’extrait méthanolique de matériel végétal séché a I’étuve présente la teneur la plus

faible avec 1.97 + 0.12 mg EAG/g.

Nous avons utilis¢ les feuilles et les inflorescences de 1’ortie car des recherches
antérieures confirment que ces deux parties de la plante sont plus riches en composés

phénoliques que les tiges et les racines (Orcic, 2014 ; Falla et al., 2008).

Les deux méthodes d’extraction utilisées sont basées sur la macération. Cette
technique largement connue pour I’extraction des polyphénols, est critiquée pour le fait
qu’elle engendre un taux de polyphénols inférieur a d’autres méthodes comme celles avec
ultrasons (Vajic et al., 2015 ; Pompeu et al., 2009).

Cependant, Paniwnyk et al. (2001) ont rapporté que les ultrasons exercent un effet
négatif sur I’extraction de certains composés phénoliques comme la rutine avec un niveau de
réduction du rendement de son extraction de 15,2 a 32,4%. Ces auteurs indiquent que cette
réduction pourrait étre le résultat de la dégradation de la rutine causée par les radicaux
hydroxyles produits pendant la sonication (Paniwnyk et al., 2001). Compte tenu du fait que
I’activité biologique des parties aériennes d’ortie est principalement attribuée a ces composés
phénoliques, cette réduction peut étre un facteur limitant pour I’utilisation potentielle de

I’extraction assistée par ultrasons dans ce cas (Vajic et al., 2015).
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La nature des solvants est I’'un des principaux facteurs influengant I’efficacité de

I’extraction des composés phénoliques des plantes (Liyana-Pathirana et Shahidi, 2005).

Dans 1’étude d’optimisation de I’extraction des composés phénoliques de la feuille d’U.

dioica, entreprise par Vajic et al. (2015), les résultats obtenus suggerent que les extraits

méthanoliques avaient une teneur en polyphénols totaux significativement plus élevée que les

extraits éthanoliques. Ce qui justifie le choix du méthanol comme solvant d’extraction des

polyphénols d’ortie dans ce travail.

Tableau 5: Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits de feuilles et
d’inflorescences d’ortie (EPFIO)

Différents extraits Teneur en Polyphénols totaux
Solvant Matériel végétal (mg EAG/g MV)
Frais 5.67£0.41
Méthanol Séché a T° ambiante 457 +0.14
Séché a I’étuve 1.97+£0.12
Frais 8.07£0.01
eau/ méthanol/ s s o .

acétate d’éthyle Séché a T° ambiante 6.11+0.16
Séché a I’étuve 3.00+0.10

(P<0.001)

TPC (mg EAGIg)

EM: MV fras

ambiante l'étuve

EM: MV sichéaT°  EM: MV. séché & EEMAE: MV. frais EEMAE: MV. séché EEMAE: MV. séché

a T° ambiante alétve

Difféerents extraits

Barres d'erreur : Ecart type a +- 1

Figure 7: Effet de la méthode d’extraction et du prétraitement du matériel végétal sur les

teneurs en polyphénols totaux des différents extraits d’Urtica dioica (test Tukey, P<0.05).
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Néanmoins, les résultats qu’on a obtenus montrent que 1’utilisation du méthanol comme
seul solvant a donné des teneurs en polyphénols totaux (entre 1.97 & 5.38 mg EAG/Q)
inférieurs a ceux obtenus lors de I'utilisation du mélange EMAE (entre 3.00 et 8.07 mg
EAG/g).

Sur la base de ces résultats, nous considérons que 1’extraction réalisée en combinant
I’eau avec les deux solvants organiques, le méthanol et 1’acétate d’éthyle, dans des
proportions de 10:45:45 (V/V), est la plus appropriée pour I’extraction des composés

phénoliques a partir des feuilles et inflorescences d’ortie.

Effectivement, 1’addition d’eau aux solvants contribue a la création d’un milieu
polaire qui assure 1’extraction des composés phénoliques (Lapornic et al., 2005; Liyana-
Pathirana et shahid, 2006; Santos-Buelga et Wiliamson, 2003), en particulier des
glycosides phénoliques et de nombreux flavonoides (Khoddami et al., 2013). Cependant,
I’utilisation d’eau de plus de 10% peut donner un extrait avec des teneurs élevées en
impuretés telles que les acides organiques, les sucres et les protéines solubles qui peuvent
interférer dans 1’identification et la quantification des polyphénols (Arnnok et al., 2012 ;
Tsao et Deng, 2004).

De plus, un minimum de 70% de méthanol a été signalé comme nécessaire pour
inactiver la PPO (polyphénoloxydase), qui est largement distribuée dans les plantes, et pour
permettre de récupérer le maximum de composés phénoliques (Robards et al., 1999 ; Tura
et Robards, 2002).

111.1.3 Dosage des flavonoides
Les teneurs en flavonoides totaux des extraits sont déterminées par extrapolation sur une

droite d’étalonnage de quercétine présentée dans la figure 8.

Les teneurs en flavonoides des différents extraits sont présentées dans le tableau 6. La
variation des résultats de dosage des flavonoides est trés hautement significative (P<0.001)
entre les différents extraits. Pour le matériel végétal sec ou frais, les taux de flavonoides
restent faibles pour I’extraction méthanolique par rapport a I’extraction EMAE. Les deux
extraits de feuilles et d’inflorescences d’ortie séchées a 1’étuve présentent les taux en
flavonoides les plus faibles (0.74 £ 0.25 et 0.98+ 0.66 mg EQ/g). Le taux le plus élevé est de
3.93+ 0.06 mg EQ/g, enregistré avec 1’extrait EMAE d’ortie fraiche.
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Figure 8: courbe d’étalonnage de la quercétine.

L’extrait d’ortie, avec la teneur en flavonoides la plus élevée (extrait EMAE: MV frais),
présente une différence significative (P= 0.014) avec I’extrait d’ortie séché a I’étuve et extrait
avec la méme méthode, ainsi qu’une différence trés hautement significative (P<0.001) avec le
reste des extraits. Il n’existe pas de différence significative entre les deux extraits
méthanoliques d’ortie fraiches et séchée a température ambiante (P=0.52) ; ainsi qu’entre les

deux extraits d’ortie séchée a I’étuve pour les deux méthodes d’extraction (P= 0.86) (fig. 9).

Tableau 6: Teneurs en flavonoides totaux des différents extraits de feuilles et

d’inflorescences d’Urtica dioica

Différents extraits Teneur en Flavonoides
I Matériel végétal Totaux
Solvant
(MV) (mg EQ/g)
Frais 2.12+0.18
Methanol Séché a T° ambiante 1.73+0.56
Séché a I’étuve 0.74 £ 0.25
Frais 3.93+0.06
eau/ méthanol/ o .
éthyle acétate Séché a T° ambiante 3.03+£0.06
Séché a I’étuve 0.98 + 0.07

(P<0.001)
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TFC (mg EQig)

EM: MV fras EM: MV séché aT° EM:MV. séchéa  E EMAE: MV fras E EMAE: MV séché E. EMAE: MV séché
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Différents extraits

Barres d'erreur : Ecart type a +/- 1

Figure 9: Effet du solvant d’extraction et du prétraitement du matériel végétal sur les teneurs

en flavonoides des différents extraits d’Urtica dioica, (test Tukey, P<0.05).

111.1.4. Teneurs en acides hydroxycinnamiques totaux
Les teneurs en acides hydroxycinnamiques totaux des extraits sont déterminées par

extrapolation sur une droite d’étalonnage d’acide caféique présentée dans la figure 10.

Les résultats des dosages des acides hydroxycinnamiques totaux sont reportés dans le
tableau 7. Les extrais présentent une variation hautement significative (P<0.01) pour le taux

d’acides hydroxycinnamiques.
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Figure 10: courbe d’étalonnage de 1’acide caféique.
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Tableau 7 : Dosages des acides hydroxycinnamiques totaux des différents extraits de feuilles

et d’inflorescences d’U. dioica.

Différents extraits Teneur en acides
hydroxycinnamiques
Solvant Matériel végétal (MV) (mg EAC/g MV)
Frais 1.02 £0.06
Meéthanol Séché a T° ambiante 1.03+0.1
Séché a I’étuve 0.09 +£0.03
Frais 2.16+0.1
eau/ méthanol/ s .
acétate d’éthyle Séché a T° ambiante 1.88 +0.19
Séché a I’étuve 0.28+0.12

(P<0.01)

AHCT (mg ECA/g)

EM: MV fras EM MV séichéaT> EM:MV sichia E EMAE:MV. fras E EMAE: MV siché E EMAE: MV séché
ambiante T'étuveSe a T° ambiante al'étuve

Differents extraits

Barres dereur : Ecart type a +/- 1
|

Figure 11: Effet du solvant d’extraction et du prétraitement du matériel végétal sur les
teneurs en acides hydroxycinnamiques totaux des différents extraits d’U. dioica L.

La richesse de I’extrait EMAE d’ortie fraiche est confirmée une fois de plus avec un
taux d’acides hydroxycinnamiques de 2.16 + 0.1mg EAC/g. Pour le matériel végétal seché a

I’étuve, les taux d’acides hydroxycinnamiques restent faibles pour les deux solvants
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d’extraction par rapport aux autres extraits (0.09 £ 0.03 pour le méthanol et 0.28+ 0.12 mg
EAC/g pour le melange EMAE).

Les extraits sont classés en 3 groupes homogenes (test Tukey, P<0.05). Un premier
groupe avec les taux d’acides hydroxycinnamiques les plus élevés, constitué des deux extraits
obtenus par le mélange EMAE a partir de feuilles et d’inflorescences fraiches d’une part et

séchées a température ambiante d’autre part (P=0.32).

Le deuxieme groupe, avec des taux moyens, représenté par les deux extraits
méthanoliques d’ortie fraiche et séchée a température ambiante (P=1.00). Le dernier groupe
(P=0.86) composé¢ des deux extraits du matériel végétal séché a 1’étuve avec les taux les plus

faibles (0.09 + 0.03 et 0.28+ 0.12 mg EAC/q) (fig.11).

111.1.5. Corrélation entre le rendement d’extraction et le dosage des polyphénols totaux
Une corrélation est réalisée entre les résultats d’estimation des rendements et les teneurs
des polyphénols totaux des différents extraits ; cela afin de démontrer I’existence ou pas

d’une relation entre le rendement et la richesse en composés phénoliques.

Le coefficient de Person «r » a été utilisé pour estimer la corrélation (la normalité a été
verifiée par le test de Shapiro Wilk). Les résultats obtenus démontrent une faible corrélation
positive et significative entre le rendement et la teneur en polyphénols totaux avec r = 0.582*

(P=0.01<0.05). La représentation graphique de cette corrélation est exposée dans la figure 12.

Le coefficient de dispersion R?>= 0,339, confirme la faible corrélation entre les deux
parametres étudiés. Ces résultats, nous ont permis de déduire que la relation entre le

rendement de I’extraction et la richesse en composés phénoliques est faible.

Les dosages des polyphenols totaux, des flavonoides et des acides hydroxycinnamiques
dans cette étude indiquent significativement que [’extrait EPFIO (Extrait Phénolique de
Feuilles et d’Inflorescences d’Ortie)-EMAE (Eau-Méthanol-Acétate d’Ethyle) est celui qui est
le plus riche en substances phénoliques, et c’est pourquoi il a été retenu pour la suite du

protocole expérimental de ce travail.

La teneur en polyphénols totaux de cet extrait EPFIO-EMAE est de 1’ordre de 8.06 mg
GAE/qg ; elle est comparable a celles rapportées par Vajic et al. (2015) (8.9 mg EAG/g) pour
un extrait hydro-méthanolique de polyphénols feuilles d’ortie et par Zekovic et al. (2017)
(8.82 + 0.89 mg EAG/g) pour un extrait a 1’acétate d’éthyle de polyphénols de feuilles de la

méme plante.
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Figure 12 : La Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les rendements

d’extraction des différents extraits d’U. dioica.

D’autres auteurs, comme Carvalho et al. (2017) et Manjir et al. (2012), ont obtenus
moins de polyphénols dans des extraits éthanolique (7.9 mg GAE/g) et méthanolique (6.35
mg GAE/qQ) de feuilles d’ortie.

En revanche, Zenao et al. (2017) ont rapporté une teneur en polyphénols totaux bien
supérieure (25.85 £ 1.2 mg EAG/g) dans un extrait éthanolique de polyphénols de feuilles
d’ortie.

Par ailleurs, des extractions au soxhlet, avec 9 solvants différents, effectuées par

Mandal et al. (2009) leur ont permis d’enregistrer des teneurs en polyphénols allant de 1.27 a
24.22 mg EAG/q et des teneurs en flavonoides entre 4.33 et 43.34 mg EQ/g.

La teneur en flavonoides de notre extrait était de 3.93 mg EQ/g, ce taux est plus élevé
que ceux obtenus par Carvalho et al. (2017) et Zekovic et al. (2017) et qui étaient de 1’ordre
de 0.22 et 1.4 mgEQ/qg, respectivement.

Les travaux de Zenao et al. (2017) et ceux de Sidaoui et al. (2015) ont rapporté des
teneurs en flavonoides dans des extraits ¢éthanoliques de parties aériennes d’ortie,

respectivement 5.71 et 1.8 fois plus élevées que celles enregistrées dans ce travail.
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111.1.6. Analyse chromatographique des polyphénols
111.1.6.1.1dentification des polyphénols de I’extrait phénolique de feuilles et

inflorescences d’ortie (EPFIO-EMAE) par HPLC-PDA-ESI-MS
Les polyphénols présents dans I’extrait EPFIO ont été identifiés a 1’aide des spectres
PDA et des données MS. Le profil chromatographique UV typique a 280 nm de 1’échantillon

analysé est présenté dans la figure 13.

Le tableau 8 présente tous les composés identifiés avec leur fragmentation MS? dans
des conditions d’ionisation ¢électrospray négative (ESI) par comparaison avec les données
disponibles dans la littérature. Les composés ont été numérotés selon leur ordre d’¢lution,

parmi les 20 composeés identifiés, 16 étaient des composés phénoliques.
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Figure 13: Profil HPLC-PDA de I’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie
(EPFIO) enregistré a 280 nm.

Les composés phénoliques identifiés appartiennent a deux classes, a savoir, les
flavonoides qui étaient les plus abondants (9 composés) et représentaient 78.86% du poids

des polyphenols quantifiés et les acides hydroxycinnamiques (7composés) avec 21.14%.

Les glycosides  phénoliques identifiés dans notre extrait étaient des derivés
flavonoiques de kaempferol, lutéoline, quercetine, naringénine et d’apigenin. L’extrait EPFIO

contenait aussi des flavonoides non conjugués comme la naringenine et I’epicatechine.
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Plusieurs des conjugués acide hydroxycinnamoyl-malique hydroxycinnamoyl-tartarique
tels que les acides féruloylmalic, p-coumaroyl-malique et I’acide caffeoyl-tartarique ont été

détectés dans cette étude.

Des composés polaires ont été identifiés dans notre extrait, a savoir, 1’acide malique,

I’alcool sinapylique et I’acide hydroxy - octadécatriénoique

111.1.6.2.Quantification des différents composés phénoliques
La quantification des polyphénols dans ’extrait EPFIO analysé a été effectuée par
extrapolation sur des courbes d’étalonnage et les résultats (g / g de poids frais) sont reportés

aussi dans le tableau 8.

Le composé dominant de 1’extrait EPFIO étudié était un flavanol qui est la rutine
(quércétine 3-O-rutinoside) avec 2005 ug / g, ce qui correspond a 65.66%, suivi de 11.58%
d’un acide hydroxycinnamique qui est 1’acide férulique et de ses dérivés (acide 5-
hydroxyférulique et désoxyhexoside de I’acide hydroxyférulique), de 6.1% de naringénine et
ses dérivés, de 4.49% d’acide féruloylmalique, de 2.18% d’apigénine di-C-hexoside, de
1.53% de kaempférol-3-O-glucoside, de 1.41% d’acide cinnamique et de 1.33% de catéchine

(épicatéchine et épigallocatéchine).

L’identification de la composition de I’EPFIO, par HPLC, révéle que les flavonoides
sont les plus abondants dans ’extrait (78.86%) suivis par les acides hydroxycinnamiques
(21.14%).

Ces résultats sont comparables a ceux de plusieurs recherches antérieures qui ont aussi
identifié les polyphénols d’U. dioica a partir d’extraits hydro-alcoolique des parties
aériennes (Pinelli et al., 2008 ; Farag et al., 2013 ; Carvalho et al., 2017 ; Vajic et al.,
2015).

Malgré, I’identification d’autres classes de polyphénols comme les lignanes et
anthocyanes dans des extraits de feuilles d’U. dioica par Farag et al. (2013), ces composés
n’ont, cependant, pas été enregistrés dans 1’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences

d’ortie (EPFIO) dans ce travail.

Les flavonoides dans la grande ortie se présentent géneralement sous forme de
conjugués de sucres (Chaurasia et Wichtl, 1987) ; ce qui a été confirmé par la presente étude

car des composés glycosides ont été identifiés.
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Tableau 8: Identification et quatification des polyphénols d’Urtica dioica L. par HPLC-PDA-

ESI/MS
N | Tempsde | Formule [M- MS? Composes Quantification
rétention H]- (Ho/g)
(min)
1 3.87 C4HsOs 133 115 Malic acid ND
2 9.25 C16H2009 355 377 209 Hydroxyferulic 121
191 acid deoxyhexoside

3 10.39 CoHgO> 147 Cinnamic acid 43

4 10.81 C10HqOs 209 113 5-Hydroxyferulic 17.57
Acid

5 13.30 C11H1404 209 209 Sinapoy! alcohol ND

6 13.77 C15H120s 271 151 Naringenin 85.11

7 14.06 Ci5H1407 305 Epigallocatechin 24.63

8 15.71 C10H1004 193 149 Ferulic acid 215

9 17.83 C12H1g013 | 477 301 Quercetin 3-O- 34
-glucuronide

10 18.16 Ci15H1205 325 ND Naringenin 101.2
Derivative

11 19.00 C15H1406 289 245 Epicatechin 15.91

12 21.25 Ci13H1209 311 171229 156 | Caffeoyltartaric 93
Acid

13 22.03 C14H140s 309 291 171 Feruloylmalic acid 137

14 23.56 C27H20016 | 609 301 271 Rutin 2005

15 24.50 Co1H19011 | 447 171 285 Kaempferol-3-O- 46.81
-glucoside

16 25.04 C18H3004 309 Acidedihydroxy- ND
-octadecatrienoique

17 27.59 C2H17012 461 285 Luteolin-7-O- 28.72
-glucuronide

18 28.02 C18H3003 293 275 Acide 9-hydroxy- ND
octadecatrienoique

19 28.87 C13H1207 279 163 133 p-coumaroylmalic 19.02
acid

20 29.71 C27H30015 | 593 575 395 Apigenindi-C- 66.63
hexoside

ND : Non Déterminé
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Des conjugués formés a partir de la réaction d’acides hydroxycinnamiques avec 1’acide
quinique, 1’acide malique, le glucose et 1’acide benzoique ont déja été rapportés pour U.
dioica (Bucar et al., 2006; Budzianowski, 1991; Pinelli et al., 2008) et également signalés
dans la présente étude.

Yildiz et al. (2008) ont montré que la rutine était le principal flavonol (jusqu’a 18%)
dans les feuilles, et que I’acide chlorogénique était présent dans les extraits de feuilles
hydrolysés et non hydrolysés. De méme, 1’analyse chimique d’extraits de feuilles, de tiges et
de racines d’ortie des régions méditerranéennes de Turquie a montré que les composés
phénoliques prédominants dans les feuilles étaient la rutine, 1’acide chlorogénique et caféique
(Otles et Yalcin, 2012). Dans la méme étude, la présence d’acide p-coumarique, ainsi que de
kaempférol et d’isorhamnétine, a également été confirmée. La rutine et 1’isorhamnétine 3-O-
rutinoside ont également été détectées dans des extraits méthanoliques de parties aériennes
d’ortie (Akbay et al., 2003).

Les résultats de quantification des composés phénoliques dans 1’extrait EPFIO vont
dans le méme sens que ceux de Carvalho et al. (2017) qui ont détecté de la rutine, I’acide
caffeoyltartarique, 1’acide hydroxyferulic desoxyhexoside, I’acide feruloylmalique,
I’apigenine di-C-hexoside et de 1’acide p-coumaroylmalique. Pinelli et al. (2008) ont aussi
détecté de la rutine avec une teneur de 1347 ug/g de matiére fraiche (MF) dans un extrait d’U.
dioica des régions italiennes. De méme, Zenao et al. (2017) ont obtenu un taux de rutine de
106.01 pg/g. Ces taux restent inférieurs a celui enregistré pour I’EPFIO qui est de 2005 pg/g
MF.

Certains composés identifiés dans 1’ortie par Kavtaradze et al. (2001) (rutine et la
quercétine) ou encore par Otles et Yalcin (2012) (rutine, naringénine, isorhamnétine, les

acides ferulique, chlorogénique, syringique et vanillique), ne I’ont pas été dans ce travail.

Dans 1’étude réalisée par Orcic et al. (2014), la présence de rutine, de naringénine,
d’epicatechin et d’epigallocatechine ; ainsi que celle des acides cinnamique, ferulique a été
confirmeée ; alors que Farag et al. (2013) ont aussi identifié la rutine et Kaempferol 3-O-
glucoside. Orcic et al. (2014) ont rapporté des teneurs de 90ug/g MS en acide ferulique et de
6100ug/g MS en rutine.

Des acides phénoliques avec leurs dérivés (les acides chlorogénique, 3-O et 5-O-
caféoylquinique, 5-O-feruloylquinique et 2-O-caféoylmalique), de la rutine, ainsi que des
flavonoides (glucoside, diglucoside et rutinoside de quercétine et d’isoquercétine) ont

¢galement été identifiés dans les parties aériennes de 1’ortic Grevsen et al. (2008), Vajic et
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al., 2018 ; Zhang, 2014 ; Zenao et al., 2017) ; alors que ces composés n’ont pas été détectés

dans la présente expérience.

La quantité et la qualité des polyphénols dans les végétaux varient considérablement en
fonction de différents facteurs intrinséques et extrinseques, tels que la génétique vegétale et
les variétés, la composition du sol, les stades phénologiques, et autres (Farag et al., 2013 ;
Daglia, 2012).

Pour les composés polaires identifies dans I’EPFIO, 1’acide malique, alcool
sinapylique et I’acide hydroxy - octadécatriénoique ont également été décrits chez 1’ortie

dans des travaux precédents (Farag et al., 2013; Grevsen et al., 2008).

Nos résultats confirment que I’EPFIO est une source riche en acide ferulique, rutine et
naringénine, acide cinnamique et en glycosides; composés qui conférent a l’ortie ses
activités antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Al Maruf et al., 2015,
Vajic et al., 2018, Carvalho et al., 2017).

111.2. Méthodes d’étude des activités biologiques de ’EPFIO (Extrait Phénolique de

Feuilles et d’Inflorescences d’Ortie)

I111.2.1. Les expériences in vitro

111.2.1.1. Mise en évidence et évaluation de I’activité antimicrobienne de PEPFIO
Dans cette étude, quatorze especes bactériennes différentes et une espece de levure ont

été utilisées pour examiner 1’éventuelle activité antimicrobienne de I’EPFIO étudié.
111.2.1.1.1. Pouvoir antimicrobien par la méthode de diffusion sur gélose (AWDT :

Agar Well Diffusion Test)
Les résultats du pouvoir antimicrobien de I’EPFIO évalué par la mesure des diametres
des zones d’inhibition de la croissance des souches bactériennes testées en comparaison a
celui de deux antibiotiques, la vancomycine et la gentamicine, et d’un antifongique (le

miconazole) sont présentés dans le tableau 9.

Les résultats du test MANOVA révélent un effet significatif des différents
antibactériens (extrait EPFIO, vancomycine, gentamicine) vis a vis de Dl’inhibition de la

croissance des différentes bactéries testées sauf vis a vis de Bacillus cerus (P= 0.102). L’effet
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de PEPFIO et du miconazole sur I’inhibition de croissance de la levure C. albicans a était non
significatif (P= 0.097).

Pour mieux apprécier la comparaison entre I’efficacit¢ de I’EPFIO et celle des
antibiotiques utilisés comme référence, le test Tukey a été pratiqué, et il montre 1’absence de
différence significative entre 1’action antibactérienne de 1’extrait EPFIO et la gentamicine vis
a vis de E. faecalis (P= 0.06) et E. hirae (P=0.75). Pour la souche B. cereus, la différence

entre les deux antibiotiques de référence et I’extrait EPFIO a été également non significative.

L’EPFIO a généré des zones d’inhibition contre tous les microorganismes testés a
I’exception des deux bactéries bénéfiques, a savoir Bifidobacterium animalis subsp lactis et
Lactobacillus rhamnosus qui, en revanche, sont inhibées par les deux antibiotiques utilisés.
Ceci suggere que D’extrait EPFIO étudié n’a pas d’impact négatif sur des espéces du
microbiote intestinal, et confirme une fois de plus les effets indésirables des antibiotiques de

synthese.

Les bactéries Gram-positives testées étaient sensibles a I’EPFIO avec des zones
d’inhibition allant de 8.5 mm pour Listeria monocytogenes a 20.5 mm pour Staphylococcus
aureus, I’une des bactéries les plus impliquées dans les toxi-infections (Rauha et al., 2000 ;
Kukric et al., 2012).

Les bactéries a Gram négatif étaient moins sensibles a I’EPFIO, a I’exception
d’Escherichia coli (ATCC 10536) et de Salmonella typhimurium avec des zones d’inhibition
de 10.34 mm et 9.17 mm, respectivement. Le diamétre de la zone d’inhibition du
microorganisme responsable de la plupart des infections cliniques a levures, était de
18.33mm.

L’EPFIO a généré une zone d’inhibition de 3mm pour E. coli ATCC 25922 et
10,34mm E. coli ATCC 10536. Ghaima et al. (2013) et Gulcin et al. (2004) ont rapporté des
diameétres de zones d’inhibition de 10mm et de 8mm pour les souches E. coli isolée
cliniqguement et E. coli ATCC 9837 ; alors que d’autres auteurs (Bonjar et al., 2004 ; Bonjar,
2004 ; Walter et al., 2011), avaient rapporté que les extraits de feuilles d’ortie avaient peu

d’effet antimicrobien.

Les membranes des bactéries a Gram négatif agit comme une barriére contre les agents
externes tels que les colorants hydrophiles, les antibiotiques et les détergents (Khanam et al.,
2015 ; Modarresi et al., 2012). En conséquence, la perméabilité de la membrane de ces
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bactéries est bien inférieure a celle des bactéries a Gram positif (Oroujalian, 2010 ;
Khosravinia et al., 2013 ; Kiaei et al., 2010)

Tableau 9: Diamétres des zones d’inhibition en mm de la croissance de bactéries par

I’EPFIO, la vancomycine et la gentamicine; ainsi que celle d’une levure par I’EPFIO et le

miconazole.
Extrait . ) . P value
Souches EPFIO Vancomycine | Gentamycine | Miconazole (MANOVA
test)
E. faecalis b . A ]
ATCC 29212 10,34 £ 0,76 20 £2,00 13 +1,00 0,000
E. hirae b . A
ATCC 10541 11,83 +1,26 21+1,00 11,17 £1,04 - 0,001
B. substilis b . R ]
ATCC 6633 11,16 £1,04° | 19,84 +1,89% | 22,67 1,25 0,000
B. cerus a . R ]
ATCC 10876 19+2 21+1,32 2284 +1,75 0,102
L. monocytogenes c b R ]
ATCC 7644 8,5+2,29 14,84 +£0,76° | 22,17 £1,26 0,002
S. aureus b . R
ATCC 29213 20,5+ 0,50 25,17 £ 0,76% | 23,34+ 1,53 - 0,018
K. pneumonia c b . ]
ATCC 13883 484 +1,04 13,34 + 1,53 225+1,32 0,000
Proteus mirabilis c b R ]
ATCC 13315 6,33+ 1,53 13,17 £0,76° | 21,34 £1,53 0,000
Pseudomonas
aeruginosa 3,34+£2,08° | 105+2,18" | 19,5+ 1,32 - 0,005
ATCC 27853
E. coli b . .
ATCC 25922 3+2,00 175+05 20+ 1,00 - 0,001
Salmonella
Typhimurium 9,17 +0,76° | 14,34 +0,58° | 19,17 + 1,042 - 0,000
ATCC 13311
Escherichia coli c b .
ATCC 10536 10,34 +1,53° | 17,34 +2,08° | 23,84 + 1,25 - 0,001
Candida albicans a -
ATCC 10231 18,33 + 0,58 - - 21,84+1.04 0,097
Bifidobacterium
Animalis subsp | 0,00%0,00° | 155+15° | 0,00+0,00° | 0,00+0,00° | 0,000
lactis Bb12
Lactobacillus
Rhamnosus 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 8,+ 1,002 0,00 +£0,00° 0,000
LbRE- LSAS
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Le fait que ’EPFIO soit riche, d’une part en acides hydroxycinnamiques tels que
I’acide férulique qui possede une activité¢ antibactérienne a large spectre contre les bactéries
gram-négatives et positives (Borges et al., 2013; Naz et al., 2006), I’acide cinnamique avec
lequel une activité antibactérienne a été signalée contre E. coli NCTC 10418, S. aureus NCTC
10788 et E. hirae NCTC 13383 dans les travaux de Malheiro et al. (2019); et d’autre part en
flavonoides tels que la rutine qui a une activité antimicrobienne contre S. aureus (MTCC 265
et ATCC 25923), E. coli (MTCC 167 et ATCC 10536) et C. albicans (ATCC 40227) (Soni,
2013, Araruna et al., 2012) et la naringenine dont la puissance antibactérienne contre S.
aureus , E thypi, E. coli (souches non précisees par les auteurs) (Agus et al., 2017) pourrait

expliquer les résultats sur le potentiel antimicrobien observé dans ce travail.

Des expériences avec des composes phéenoliques purs (Cueva et al., 2010 ;2012) ont
montré que les acides phénoliques étaient efficaces contre les bactéries Gram négatif et
positif. Les composés tels que 1’acide férulique et la rutine seraient plutét efficaces contre

Listeria monocytogenes (Liu, 2003; Saavedra et al., 2010).

Cependant, les composés phénoliques purs étaient parfois inefficaces ou moins efficaces
que les extraits phénoliques de plantes, probablement en raison de I’effet additif et synergique
des composants de ces extraits (Lowy, 2003).

111.2.1.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
Les résultats relatifs aux concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’EPFIO,
déterminés pour les bactéries présentant des zones d’inhibition supérieures a 8 mm sont

présentés dans le tableau 10.

Le principal effet bactérien observé était bactériostatique. Il semble que I’EPFIO inhibe
la vie active des bactéries (i.e. la croissance exponentielle). Cependant, un effet bactéricide a
été observé pour B. cereus ATCC 10876 et S. aureus ATCC 29213 avec des CMB de 0.156
et 0.039 mg/mL, respectivement.
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Tableau 10: Concentration minimale inhibitrice (CMI) et effet bactérien de 1’extrait

phénolique de feuilles et inflorescences d’ortie (EPFIO)

Strains MIC (mg.mL-1) Effet bactérien
Enterococcus faecalis ATCC
29212 0625
Enterococcus hirae ATCC 195 bactériostatique
10541 '
Bacillus substilis ATCC 6633 1.25
Bacillus cerus ATCC 10876 0.156 bactéricide
Listeria monocytogenes ATCC 25 bactériostatique
7644
Staphylococcus aureus ATCC .
99213 0.039 bactéricide
Salmonella typhimurium 5
ATCC 13311 . .
bactériostatique
Escherichia coli ATCC 10536 1.25
Candida albicans ATCC 10231 0.156

L’effet bactéricide de I’EPFIO sur Staphylococcus aureus ATCC 29213 a éte demontré
par Kiaei et al. (2010), qui affirment qu’une concentration de 100mg/mL d’extrait hydro
alcoolique d’U. dioica, inhibait complétement la croissance de bactéries Gram positif, isolées

chez des patients atteints d’une infection urinaire.

La CMI enregistré par I’extrait de feuilles et inflorescences d’ortie (EPFIO) contre E.
coli ATCC 10536, qui est de 1.25 mg/mL, est meilleur que celle mentionnée dans les travaux
de Seyedeh et al. (2016) qui est de 2.5mg/mL.

Les composés phénoliques, en particulier les flavonoides sont reconnus par leur toxicité
contre les micro-organismes. Le mécanisme de la toxicité peut étre lié¢ a I'inhibition des
enzymes hydrolytiques (protéases et des carbohydrases et autres interactions) pour inactiver
les adhésines microbiennes, les protéines de transport et I'enveloppe cellulaire (Cowan,
1999). En outre, leur activité antibactérienne est probablement due a leur capacité a se

complexer avec les protéines extracellulaires et les protéines solubles et de former un
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complexe avec les parois des cellules bactériennes qui provoque une perturbation des

membranes bactériennes (Tsuchiya et al., 1996).

Dans une étude sur l'action antimicrobienne de la propolis, Mirzoeva et al. (1997) ont
montré que les flavonoides et la quercétine provogquent une augmentation de la perméabilité
de la membrane bactérienne interne et une perturbation du potentiel membranaire. Salvatore
et al. (1998) ont rapporté que le « flavanone lonchocarpus A » inhibe la syntheése
macromoléculaire dans Bacillus megaterium, et que la synthése de I'ARN, de I'ADN, la paroi

cellulaire et des protéines ont toutes été inhibées.

Mori et al. (1987) ont montré que la synthese de I'ADN a été fortement inhibée par les
flavonoides chez Proteus vulgaris; tandis que la synthese de I'ARN a été la plus touchée chez
S. aureus. Les flavonoides présentant cette activité sont la robinétine, la myricétine et
I’épigallocatéchine. La synthese des protéines et des lipides a été également touchée. Ces
auteurs suggérent que l'anneau B des flavonoides peut jouer un role dans I’intercalation ou
dans une liaison hydrogéne avec les empilements des bases d'acides nucléiques et que ceci
peut expliquer une action inhibitrice de la synthese de I'ADN et de I'ARN. Plus récemment,
Plaper et al., (2003) ont indiqué que la quercétine se lie a la sous-unit¢ Gyr B d’E. coli et
I'’ADN gyrase inhibe l'activité de I’enzyme ATPase.

I11.2.1.2. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante d’EPFIO (Extrait Phénolique

de Feuilles et d’Inflorescences d’Ortie)
Pour évaluer avec précision I’activité antioxydante, une seule méthode n’est pas

suffisante car de nombreux facteurs peuvent affecter I’évaluation. Il est nécessaire de prendre
plus d’une mesure et €également de prendre en compte les différents mécanismes de 1’activité
antioxydante (Kurkic et al., 2012). Pour cela, quatre tests ont été utilisés et dans lesquels le
pouvoir antioxydant de 1’extrait phénolique des feuilles et inflorescences étudié est comparé a

la quércetine et I’acide ascorbique.
111.2.1.2.1. Détermination de la capacité antioxydante en équivalents Trolox (TEAC)

Les densités optiques (DO) enregistrées au cours de cette evaluation ont permis de
calculer les pourcentages d’inhibition du radical ABTS qui sont apparus augmenter

proportionnellement avec la concentration en antioxydants. L’acide ascorbique et la
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quercétine, utilisés comme antioxydants de référence (€talons) dans 1’inhibition du radical
ATBS, ont permis la détermination du pouvoir antioxydant de 1’extrait EPFIO (fig.14).

A une concentration de 100pug/mL, 1’acide ascorbique et la quercétine générent des
pourcentages d’inhibition de 94.82 + 1.76% et de 51.99 + 1.41 %, respectivement; alors que
I’extrait EPFIO assure cette inhibition a hauteur de 40.16 + 0.54%.
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Figure 14 : Pourcentage d’inhibition du radical libre ABTSe en fonction des différentes
concentrations de I’extrait phénoliques de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO), de

’acide ascorbique et de la quercétine (P<0.01).

A partir de 1’équation de la courbe d’étalonnage du Trolox (fig. 15), les concentrations
en mM ET/g ont été déterminées et sont présentées dans la figure 16. L’analyse de variance
indique une activité antiradicalaire hautement significative de 1’extrait (P<0.01).

Il n’existe pas de différence significative entre 1’activité antiradicalaire de 1’extrait et de la
quercétine (P=0.13).
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Figure 16 : Activité antiradicalaire en mM d’Equivalents Trolox de I’EPFIO comparée a

celles de I’acide ascorbique et de la quercétine (test Tukey, P<0.05).

Les résultats montrent que I’extrait d’ortie possede une activité antioxydante
significativement (P<0.05) plus faible que celle de la vitamine C. Avec une valeur de 5.78 £
0.07 mM ET/g, I’acide ascorbique présente une activité antioxydante 3 fois plus élevée que
celle de notre extrait (1.92 £ 0.02 mM ET/g).

Les résultats de la presente étude sont comparables a ceux de Vajic et al. (2018) qui ont

montré que 1’extrait méthanolique d’U. dioica, avec 1.5 £ 0.1 mM ET/g, possede une activité
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antioxydante supérieure a celle du BHT (Butylated Hydroxy Toluene: antioxydant

couramment utilise comme additif alimentaire) mais inférieure a celle de la vitamine C.

Les extraits méthanolique et éthanolique de feuilles d’ortie ont présenté des activités
antioxydantes respectives de 0.46 (Dall’ Acqua et al., 2008) et de 8.11 mM ET/g (Sidaoui
et al., 2015), soit respectivement, plus de 4 fois inférieure et plus de 4 fois supérieure a celle

mesurée pour ’extrait EPFIO dans ce travail (1.98 mM ET/g).

La lecture de nos résultats nous oriente vers les suggestions de Rice-Evans et al. (1996)
et Pietta (2000) qui avaient déduit que les substances phytochimiques naturelles, telles que
les composés phénoliques, présentent dans leur structure moléculaire des anneaux
aromatiques, avec un ou plusieurs groupes hydroxyles qui leur permettent d’agir en tant
qu’antioxydants car leur systéme étendu d’électrons conjugués permet un transfert rapide

d’électrons ou d’atomes hydrogéne vers les radicaux libres.
111.2.1.2.2. Activité du piégeage du radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)

L'activité de piégeage des radicaux libres de I’EPFIO avait été évaluée a l'aide de la
méthode du DPPH. La possibilité que 1’extrait pouvait donner de I'nydrogéne ou des électrons
avait été mesurée en utilisant le radical stable 1-1diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH). Le
DPPH est un radical libre qui peut accepter un électron ou un proton hydrogéne et devenir une
molécule diamagnétique stable (Manouze et al., 2017; Maaroufi et al., 2017).

Les concentrations ayant conduit a une inhibition de 50% (ICso) de ce radical DPPH sont
présentées dans la figure 17. Il convient de rappeler qu’il y a une relation inverse entre 1’ ICsg
d’une substance antioxydante et son activité anti-radicalaire. Le test DPPH a révélé que
I’EPFIO a une activité antioxydante trés hautement significative (P < 0.001) avec une ICso de
129.42 + 6.93pug/mL.

Il n’existe pas de différence significative (test Tukey, P= 0.163) entre 1’activité
antiradicalaire exercée par I’extrait EPFIO et celle de la quercetine (ICso= 121,09 *
4,41ug/mL) qui est connue pour avoir une forte activité antioxydante (Cai et al., 2004).
L’activité antiradicalaire de 1’acide ascorbique représente 1.33 fois celle de I’extrait EPFIO
avec une 1Cso de 96.82 + 0.98 pg/mL.
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Figure 17 : Concentrations inhibitrices de 50% des radicaux libres DPPH (ICso en pg/mL) de
I’extrait phénolique des feuilles et inflorescences d’ortic (EPFIO), de 1’acide ascorbique et de

la quercétine (test Tukey, P<0.05).

Dans les travaux de Khare et al. (2012), I’extrait hydroalcoolique d’U.dioica a
présenté une 1Cso de 88.33 £ 2.88 pg/mL, inférieure a celle de I’EPFIO ; alors que, Dall’
Acqua et al. (2008) avaient rapporté une ICsop de 419.1 + 10 pg/mL pour I’extrait
méthanolique de feuilles d’ortie, qui est 3 fois plus élevée que celle enregistré dans notre
travail. De méme Zekovic et al. (2017), ont obtenus une 1Cso de 220 £+ 0.02 pg/mL pour un

extrait éthanolique d’ortie.
111.2.1.2.3. Mesure du pouvoir réducteur du fer ferrique (Test FRAP)

Le potentiel antioxydant de I’EPFIO a été déterminé par la méthode de FRAP basée
sur I’aptitude des antioxydants a réduire le fer ferrique du TPTZ-Fe (II1) en fer ferreux du
TPTZ-Fe (I1). Les résultats ont été exprimés en mM de Fe?*/ g d’extrait en utilisant une

courbe d'étalonnage établie avec des solutions de FeSOs (fig. 18).

L’ANOVA révéele un effet antioxydant hautement significatif de I’EPFIO (P<0.01)
équivalent a 1.61 + 0.01 mM Fe?'/g. Cet effet antioxydant est supérieur a celui de la
quercétine qui est de 1.15 + 0.03 mM Fe?*/g, et inférieur de 3.5 fois & celui de I’acide
ascorbique qui est de 5.77 + 0.11 mM Fe?*/g (fig.19). Ces résultats indiquent que 1’extrait

d’ortie a le pouvoir de réduire les ions ferriques. Cette réduction est vraisemblablement due
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au flavonoide majoritaire de I’EPFIO, la rutine (Aherne et Brien, 2000), et accessoirement a

I’acide chlorogénique (Kono et al., 1998).

Carvalho et al. (2017) trouvent que I’extrait méthanolique d’U. dioica a une capacité

réductrice du fer ferrique en fer ferreux (3.81+0.32 mM Fe?*/g) supérieure a celle de ’EPFIO

(1.61 + 0.01 mM Fe?*/g) testé dans cette expérience ; lequel est supérieur a ceux publiés par
Bourgeois et al. (2016) (0.47 + 0.03 mM Fe?*/g) et par Vajic et al. (2018) (0.993 + 0.02 mM

Fe2*/g).
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Figure 18: courbe d’étalonnage du FeSO4 a 593nm.
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Figure 19 : Pouvoir réducteur du fer ferrique de 1’extrait phénolique des feuilles et

inflorescences d’ortie (EPFIO), de la quercétine et de 1’acide ascorbique (Test Tukey,

P<0.05).
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111.2.1.2.4. Détermination du niveau d’inhibition du blanchiment du pB-caroténe

Dans la méthode de blanchissement du B-caroténe, 1’oxydation de I'acide linoléique
génere des radicaux libres due a I'abstraction d'un atome d'hydrogéne a partir des groupes
méthylene de I'acide linoléique (Kumaran et Karunakaran, 2006), puis le radical libre va
oxyder le B-caroténe hautement insaturé. La présence des antioxydants dans I'extrait permet
de minimiser l'oxydation du B-caroténe par les hydroperoxydes. Les hydroperoxydes formés
dans ce systeme seront neutralisés par les antioxydants des extraits (Mariod et al., 2009).
Donc cette méthode est généralement utilisée pour évaluer I'activité antioxydante des
composés dans des émulsions accompagnés de l'oxydation du R-caroténe et de l'acide

linoléique.

L’EPFIO a exercé une activité antioxydante trés hautement significative (P < 0.001)
pour I’inhibition de blanchiment du p-caroténe. Les valeurs des ICso (ug/mL) sont présentées

dans la figure 20.
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Figure 20 : Concentrations d’EPFIO, d’acide ascorbique et de quercétine inhibitrices de 50%
(ICs0 ug/mL) du blanchiment du B-caroténe (test Tukey,P<0.05).

La concentration de I’extrait des feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO), nécessaire
a une inhibition de 50% du blanchiment du p-caroténe est élevée par rapport a celles de
I’acide ascorbique et de la quercétine. Le test tukey réalisé (fig. 20) confirme une différence
significative (P<0.05) entre les trois antioxydants (extrait EPFIO, acide ascorbique et

quercétine).
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L’ICso exercée par I’extrait EPFIO (492.87 + 0.94pg/mL) est 7 fois supérieure a celle de
’acide ascorbique (68.79 + 1.00 pg/mL ) et 1.8 fois a celle de la quercétine (tableau 11).

Dans le systeme [B-carotene / acide linoléique, le B-caroténe subit une décoloration
rapide en absence d'un antioxydant. Les radicaux libres de 1’acide linolé¢ique formés lors de la
production d'un atome d'hydrogene a partir de I'un de ses groupes méthyléne diallyliques,
attaquent le B-caroténe hautement insaturé. En conséquence, le B-caroténe est oxydé et
décomposé en partie; pour perdre ensuite sa caractéristique de couleur orange, qui est mesurée
par spectrophotométrie a 470 nm (Miladi et Damak, 2008 ; Rufino et al., 2010).

Dans cet essai, la capacité antioxydante est déterminée en mesurant Il'inhibition des

hydroperoxydes diénes conjuguées résultant de I'oxydation de 1’acide linoléique.

Tableau 11: Activité antioxydante in vitro de D’extrait phénolique de feuilles et
d’inflorescences d’ortie (EPFIO) déterminée selon quatre méthodes différentes.

DPPH Inhibition de FRAP ABTS
(ICxopgmLy | CanemmentdelaB- Ly pey | mmETYG
caroténe (I1Cso pg/mL)
EPFIO 129.42 + 6,93" 492.87 + 0,94° 1.609 +0,004° | 1.916 + 0.02°
Quercetine 121.09 + 4.41° 268.18 + 1.76° 1.157 +£0.027¢ | 2.017 +0.05°
Acide ascorbique | 96.82 + 0.982 68.79 + 1.00? 5.768 + 0.106% | 5.785 + 0.07°

P<0.001
111.2.1.2.5. Corrélations entre les parametres d’activité antioxydante et les teneurs en

polyphénols totaux, flavonoides et acides hydroxycinnamiques
Les tests au DPPH, ABTS et du blanchiment du B-caroténe ont permis d’évaluer la
capacité de I’extrait EPFIO a piéger les radicaux libres. Le test FRAP a permis de mesurer le
potentiel antioxydant des extraits en déterminant leur capacité a réduire le fer ferrique en fer

ferreux.

Selon les dosages colorimétriques effectués, I’EPFIO étudié a présenté un profil
phénolique (8.065+ 0.012 mg EAG/g) domine par les flavonoides (3.93 +0.056 mg EQ/Q)
suivi des acides hydroxycinnamiques (2.159 +0.01mg EAC/g). Ce profil a été confirmé par
HPLC.
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Ces résultats ont été utilisés pour le calcul d’éventuelles corrélations sur la base des
coefficients de Pearson pour évaluer les relations entre les phénols totaux, les flavonoides, le
contenu en acides hydroxycinnamiques et les activités antioxydantes et antiradicalaires de
I’extrait EPFIO.

Les résultats du test statistique de corrélation Pearson sont compilés dans le tableau
12. Dans ce tableau, on peut observer une forte corrélation significative entre la teneur en
polyphénols totaux (TPT) et la teneur en flavonoides totaux (TFT) (r = 0.988, P <0.05),
indiquant la probabilitt que la TFT soit principalement responsable des activités

antioxydantes / antiradicalaires des échantillons.

L’analyse des corrélations de Pearson a montré une forte corrélation entre les tests
DPPH, ABTS et FRAP et IbBC et la TPT; qui semble confirmer que les composés
phénoliques présents dans 1’extrait sont responsables a la fois des activités antiradicalaires et
antioxydantes. Une autre conclusion importante est la forte corrélation négative significative
entre la TPT et le FRAP (r = - 0.951, P <0.05). Cette corrélation indique la probabilité que les
composés présents dans 1’extrait présentent une grande capacité a réduire les métaux lourds,
ce qui suggere qu’ils pourraient également éviter certaines des voies oxydatives catalysées par

les métaux.

Par ailleurs, les résultats du tableau 12 indiquent de bonnes corrélations entre les tests
antiradicalaires et antioxydants, ce qui renforce la fiabilité des résultats obtenus et
particuliérement ceux des tests FRAP et ABTS qui ont démontré une tres forte corrélation
hautement significative (r = 1, P <0.01). Le méme constat peut étre fait au sujet des résultats
de tests de blanchiment du B-carotene (IbBC) et DPPH qui ont montré une trés forte

corrélation hautement significative (r=0.997, P<0.01).

En définitive, ’EPFIO étudié présente aussi bien une activité antiradicalaire qu’une
activité antioxydante. Ces résultats sont comparables a ceux rapportés par plusieurs auteurs
pour U. dioica (Khare et al., 2012 ; Vajic et al., 2018 ; Carvalho et al., 2017).
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Tableau 12: Corrélations de Pearson entre les parameétres d’activité antioxydante et les
teneurs phénoliques totaux (TPT), en flavonoides totaux (TFT) et en acides
hydroxycinnamiques totaux (TAHCT).

TPT TFT TAHCT | DPPH ABTS FRAP IbCB
TPT Correlationr | - 0,988 | 0,933 0,978" | -0,954" |-0,951" | 0,986
P-value - 0,012 ns 0,022 0,046 0,049 0,014
TFT Correlationr | 0,988 | - 0,880 0,961 |-0,911 |-0,905 | 0,979
P-value 0,012 - ns 0,039 ns ns 0,021
TAHCT | Correlationr | 0,933 0,880 | - 0,970" -0,997™ | -0,998™ | 0,951"
P-value ns ns - 0,03 0,003 0,002 0,049
DPPH Correlationr | 0,978" 0,961" | 0,970 - -0,985" | -0,983" | 0,997
P-value 0,022 0,039 |0,03 - 0,015 0,017 0,003
ABTS Correlationr | -0,954" | -0,911 | -0,997 |-0,985" |- 1™ -0,971"
P-value 0,046 ns 0,003 0,015 - 0,001 0,029
FRAP Correlationr | -0,951° | -0,905 |-0,998™ |-0,983" |1 - -0,968"
P-value 0,049 ns 0,002 0,017 0,001 - 0,032
IbCB Correlationr | 0,986" 0,979" | 0,951" 0,997 |-0,971" |-0,968" | -
P-value 0,014 0,021 | 0,049 0,003 0,029 0,032 -

Le stress oxydatif a été relié a plusieurs problémes de santé comme 1’artériosclérose, le
cancer, la maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson, le diabéte et 1’asthme (Edris, 2007).
L’équilibre cellulaire des radicaux libres est maintenue par différents antioxydants (Raut et
Karuppayil, 2014). L’antioxydant peut agir sous différents mécanismes comme le piégeage
des radicaux libres, par la décomposition des radicaux libres et par la chélation des ions
métalliques (Cam et al., 2009). Toutes ces activites sont reliées aux composés de la plante,
incluant les composés phénoliques et les flavonoides (Tomaino et al., 2005, Ferguson et
Philpott, 2008; Miguel, 2010 ; Viuda-Martos et al., 2011 ; Sanchez-Vioque et al., 2013 ;
Raut & Karuppayil, 2014).
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Selon Miguel (2010), ces composés font preuve de capacite a piéger les radicaux libres
et d’inhiber la peroxydation des lipides en scindant la chaine entre le pyroxyle et le radical
piégeur. En plus, les phénols piegent directement les especes réactives de I’oxygéne (le

radical hydroxyle, péroxynitrite et I’acide hypochlorique).

I11.2.1.3. Méthodes d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait phénolique
de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO)
L’étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro de ’extrait de 1I’EPFIO, a été réalisée
par deux méthodes : I’inhibition de la dénaturation thermique de 1I’albumine sérique bovine et

la stabilisation de la membrane érythrocytaire vis-a-vis de I’hémolyse.
I11.2.1.3.1. Test d’inhibition de la dénaturation de I’albumine sérique bovine

La dénaturation des protéines est un processus pathologique par lequel ces molécules

perdent leur configuration et par conséquent leur fonctionalité (Tripathi, 2008).

L’augmentation de 1’absorbance des échantillons d'essai par rapport au contrdle
témoigne de la stabilisation de I’albumine sérique bovine (BSA). Cela indique que I’extrait
EPFIO et I’ibuproféne (témoin positif) ont exercé une inhibition de la dénaturation thermique

de cette protéine.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de la BSA attestant I’activité anti-
inflammatoire est présenté dans le tableau 13. Le traitement de la protéine BSA avec la plus
faible concentration d’EPFIO (50upg/mL) a entrainé une inhibition de la dénaturation trés
hautement significative (P<0.001) de 60.82 + 0.39%. Ce taux est légérement inférieur a celui
de I’ibuproféne qui est de 63.92 + 0.16%. Le traitement de la protéine avec la concentration
de ’EPFIO la plus élevée (1000 pg/mL) a conduit a une inhibition hautement significative
(P<0.01) de 72.38 + 1.7% toujours inférieur au standard 79.56 + 0.62%.

L’effet anti-dénaturation est souvent accompagné par la diminution de la viscosité des

solutions protéiques qui augmente lors de la dénaturation (Chandra et al., 2012).
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Tableau 13 : Effet de I’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO) sur

I’inhibition de la dénaturation thermique de I’albumine sérique bovine.

Inhibition de la dénaturation de I’albumine
(Hg/mL)
Ibuproféne EPFIO

50 63.92 + 0.16*** 60.82 + 0.39***
100 65.64 + 0.55 65.79 £ 0.45
250 72.14 + 0.63* 69.74 + 1.08*
500 77.48 + 0.99** 70.93 £ 1.72**
1000 79.56 + 0.62** 72.38 £ 1.7**

ANOVA : *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

La dénaturation des protéines peut avoir lieu lors d’un processus inflammatoire auto-
immune dans lequel la production d'auto-antigenes est augmentée comme dans le cas de la
polyarthrite rhumatoide (Flavelle, 2002). Ainsi, tout produit qui empéche la dénaturation des
protéines peut étre un agent anti-inflammatoire efficace (Mounnissamy et al., 2008).

Etant donné la rareté des publications sur I’inhibition de la dénaturation de la BSA par
les polyphénols de I’ortie, nos résultatssur ce point précis n’ont pas pu étre comparé avec CEUX
d’autres travaux menés sur les feuilles et inflorescences d’ortie. Néanmoins, ’effet anti-
inflammatoire de notre extrait est supérieur a celui d’extrait de Pergularia daemi (20.4% a
50upg/mL), utilisée en phytothérapie (Sridevi et al., 2015). L’activité inhibitrice de la
dénaturation protéique d’extrait de café¢ (100%) utilisé a une concentration de 62.5 pg/mL
rapportée par Chandra et al. (2012) est bien supérieure a celle obtenue avec I’EPFIO dans ce
travail.

Dans les travaux de Leelaprakash et MohanDass (2011) sur Enicostemma axillare
(plante vivace de I’inde), I’extrait présentait une inhibition de la dénaturation protéique de
32% et I’aspirine de 68% a la concentration de 100 pg/mL. Le résultat obtenu par I’EPFIO
dans la présente étude a la méme concentration est deux fois supérieur a I’effet de leur extrait
et légérement inférieur a celui de 1’aspirine. L'inhibition in vitro de la dénaturation protéique
par I’EPFIO peut étre attribuée a sa teneur en polypheénols, vraissemblablement suite a I'effet

synergique de plusieurs composés plutét qu'a celui d’un seul constituant.
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Il a été rapporté que l'une des caractéristiques de plusieurs anti-inflammatoires non
stéroidiens est leur capacité a stabiliser (prévenir la dénaturation) I'albumine traitée
thermiquement au pH physiologique (pH: 6,2-6,5) (Suresh Kumar et Mishra, 2008). Par
conséquent, d'apres les résultats de la présente étude préliminaire, on peut conclure que 1’ortie

posséde un effet anti-inflammatoire in vitro marqué contre la dénaturation des protéines.
111.2.1.3.2. Test de stabilité de la membrane des globules rouges humains vis-a-vis de

I’hémolyse
La stabilisation de la membrane érythrocytaire par I’EPFIO est dose-dépendante car son
effet de protection augmentait avec les concentrations croissantes (50, 100, 250, 500 et 1000
pg/mL). Les résultats de I’effet de 1’extrait par rapport au standard, le Diclofénac de sodium,

sont reportés dans le tableau 14.

Tableau 14 : Effet de I’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO) sur
la stabilisation de la membrane des globules rouges vis-avis de I’hémolyse (HRBC).

) Inhibition de la lyse membranaire HRBC(%b)
Concentration
(g/mL) Diclofenac-sodium EPFIO

50 52.53 + 0.64*** 32.92 + 1.00***
100 61.65 + 0.93*** 35.50 + 1.2%**
250 72.64 £ 0.79*** 43.95 £ 2.20%**
500 84.69 + 1.00*** 47.95 + 1.59***
1000 89.22 +1.19* 60.44 + 10.62*

ANOVA :*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

L’activit¢ anti-inflammatoire du Diclofenac (AINS) et celle de I’EPFIO était
significative pour la concentration de 1000 pg/mL, et tres hautement significative pour le
reste des concentrations. A la concentration de 1000 ug/mL, I’EPFIO a permis une protection
des hématies contre la lyse membranaire avec un taux de 60.44%. Ce taux a été obtenu avec le
Diclofenac a une concentration 10 fois moindre (100 pg/mL).

Dans les travaux de Sridevi et al. (2015), I’inhibition de la lyse membranaire induite
par hypotonie d’Enicostemma axillare est de 35.2% a 100 pg/mL, ce taux est similaire a celui

enregistré dans ce travail avec U. dioica.
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Cette activité protectrice de I’EPFIO vis-a-vis de la lyse membranaire des globules
rouges a été attribuée aux diverses fractions de polyphénols comme les flavonoides et les
acides phénoliques. Les flavonoides sont des médiateurs pro-inflammatoires bien connus dans
la pathogenése de I'inflammation (Wu et Ng, 2010 ; Yam et al., 2009).

La membrane cellulaire constitue genéralement une premiere ligne de protection de la
cellule. Ce principe souligne les divers intéréts et méthodes pour évaluer les caractéristiques
intrinséques de la membrane: sa stabilité, fluidité, déformabilité et d’autres propriétés
viscoélastiques. La fragilité osmotique des globules rouges, par exemple, deépend des
changements structuraux spécifiques que leur membrane subit lorsque la cellule est soumise a

un stress osmotique (Mounnissamy et al., 2008).

Au cours de I’inflammation, il y a la lyse des lysosomes qui liberent les enzymes qui
provoquent un désordre. Les AINS exercent leurs effets bénéfiques en inhibant la libération
des enzymes lysosomales en stabilisant les membranes lysosomales (Mounnissamy et al.,
2008). L’exposition des globules rouges (GR) a des substances nocives telles que le salicylate
de méthyle ou la phénylhydrazine ou leur exposition a I’hypotonie ou la chaleur, a comme
résultat la lyse des membranaires, accompagnée de I’hémolyse et I’oxydation de
I’hémoglobine (Feirrali et al., 1992).

La membrane érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomale et selon Chou
(1997), la stabilisation de la membrane érythrocytaire par 1’extrait implique qu’il a la capacité
de stabiliser la membrane lysosomale. Les composés avec la propriété stabilisante de
membranes sont bien connus avec leur capacité d’interférer dans la réponse inflammatoire
précoce, surtout I’empéchement de I’intervention des phospholipases qui déclenchent la
formation des médiateurs inflammatoires (Aitadafoun et al., 1996). Shallangwa et al. (2013)
ont également démontré les liens entre I’activité antioxydante des flavonoides et leur activité

anti-inflammatoire.
111.2.1.4. Méthode d’évaluation de la neurotoxicité de I’extrait phénolique de feuilles et

d’inflorescences d’ortie (EPFIO)
La toxicité de 1’extrait d’U. dioica sur des cellules CAD a été examinée a ’aide du test

MTT (bromure de 3- [4,5-diméthyl-2-thiazolyl] -2,5, diphényltétrazolium).
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Les résultats présentés a la figure 21 sont hautement significatifs (P<0.01) et indiquent
que I’espéce U. dioica utilisée a des concentrations de 0.1 a 1 mg/mL de I’EPFIO ne montre

aucune neurotoxicité chez les cellules CAD (p<0.01).

Nos résultats concordent avec ceux de Fattahi et al. (2014) qui ont rapporté 1’effet
cytotoxique de I'extrait aqueux d'ortie sur les lignées cellulaires BT-474 et Hela aprés 24, 48
et 72 h d'exposition. Ils ont constaté que la viabilité des cellules BT-474 n'a pas été affectée
par des concentrations d'extrait allant jusqu'a 1.5mg/ mL ; mais a était affectée a 3mg/mL.
Aucun changement significatif n'a été détecté pour les cellules Hela, méme en présence de 3

mg/mL d'extrait aprés 3 jours d’exposition.

Par ailleurs, Konrad et al. (2000) ont montré que la réduction de la croissance des

cellules MCF-7 aprées une exposition de 5 jours a I'extrait méthanolique d'ortie del a 6mg/mL,
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Figure 21 : Effet du traitement des cultures de cellules cancéreuses CAD avec ’extrait
phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO) pendant 24 h sur la viabilité
cellulaire P<0,01

Bien que la feuille et la racine d’U. dioica se chevauchent légérement dans leurs
activités, chacune de ces parties de la plante a des effets uniques. Ainsi, selon le type de
cancer, différentes parties de la plante peuvent étre efficaces pour le traitement. Par exemple,
I’Urtica dioica agglutinin (UDA), une lectine spécifique de la racine d'ortie, est largement

utilisée dans le traitement du cancer de la prostate (Konrad et al., 2000 ; Wagner et al.,
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1995). En outre, il a été démontré que la feuille d'ortie peut diminuer la prolifération de la
lignee cellulaire MCF-7 (Fattahi et al., 2013; Guler et al., 2013).

Par conséquent, il n'y a pas toujours de relation directe entre les quantités de
composants antioxydants tels que les flavonoides et les composés phénoliques avec
I'efficacité du traitement du cancer. Cela peut également étre di a des différences dans les
quantités de divers récepteurs de surface cellulaire ou constituants de transduction de signal

dans chaque type de cellule (Fattahi et al., 2014).

111.2.2. Les expériences in vivo

111.2.2.1. Détermination de la toxicité aigiie de I’extrait phénolique de feuilles et

d’inflorescences d’ortie (EPFIQO) d’ortie chez le rat Wistar
La toxicité aigue est la capacité d’une substance toxique a causer des effets via une
seule administration pendant une courte durée (Walum, 1998). Dans cette étude,
I’administration par voie orale de différentes doses (500,1000, 1500 et 2000 mg/kg p.c) de
I’EPFIO n’a induit aucun signe visible de toxicité ou mort instantanée chez les rats testés au
cours de la période d’observation. Par conséquent, la DLso est > 2000 mg /Kg p.c..
L’¢évaluation de la toxicité aigue est la premiére étape dans I’investigation toxicologique des

substances inconnues. L’index de la toxicité aigue est la DLso.

Les résultats de cette étude sont similaires a ceux de Dar et al. (2012), qui n’ont observé
aucune toxicité cellulaire ni troubles hématologiques avec une concentration en extrait de

feuilles d’ortie de 2000mg/Kg poids corporel.

Doukkali et al. (2015) rapportent que 1’administration orale d'extrait méthanolique de
feuilles de d’U. urens (la petite ortie) a une dose de 2000 mg/kg de poids corporel de souris
adultes n’induit aucun changement significatif du poids corporel entre le groupe traité et le
témoin, avec absence de signes de toxicité tels que convulsions, hypothermie, hyperactivité.

Ces résultats corroborent avec ceux de la présente étude.
111.2.2.2. Détermination de ’activité analgésique de I’extrait phénolique de feuilles et
d’inflorescences d’ortie (EPFIO) chez le rat Wistar

111.2.2.2.1. Test du writhing : constriction abdominale
Un analgésique périphérique est un analgésique qui supprime ou atténue la douleur par

action périphérique sans provoquer une perte de conscience. La méthode de I’acide acétique
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est la méthode la plus répandue dans I’évaluation de 1’activité analgésique périphérique
(Duraisankar et Ravichandran, 2012). L’administration orale de I’EPFIO (100, 200 et 300
mg /Kg) chez les rats a réduit significativement (P<0.05) les constrictions abdominales.

Les résultats sont présentés dans la figure 22. L’EPFIO a présenté une protection contre
la douleur légerement supérieure a celle de I’aspirine. II n’existe pas de différence
significative (P=0.8) entre le pourcentage de protection de I’aspirine et celui de I’extrait avec
la concentration de 100mg/kg, avec des taux de 85.53 + 5.39% et 86.84 + 5.43%,

respectivement.

Les trois concentrations 100, 200 et 300 mg/kg d’EPFIO ont permis I’obtention de
pourcentages de protection contre la douleur d’environ 86.84 + 5.43, 95.45 +£3.10 et 96.52 +
3.40 %, respectivement et qui sont comparables car aucune différence significative (P=0.11)

n’a été enregistrée entre eux.

Les niveaux d’anti-douleur obtenus dans ce travail sont supérieurs a ceux rapportés par
Dhouibi et al. (2017) qui avec une concentration de 400 mg/kg de poids corporel d’extrait
éthanolique de feuilles d’U. dioica, ont obtenu un pourcentage de protection de 91.8%. Dans
les travaux de Hajhashemi et Klooshami (2012), I’extrait hydroalcoolique de feuille d’U.

dioica a induit un pourcentage de protection de 81% a 400mg/kg.

Le test de contorsions induites par l'acide acétique chez le rat est largement utilisé pour
cribler et étudier des composés pour I'activité anti-nociceptive a médiation périphérique et est
considéré comme une méthode appropriée (Khan et al., 2009). L'administration péritonéale
d'acide acétique péritonéal (0.6%) provoque des médiateurs endogenes de la douleur, tels que
les prostaglandines, la sérotonine (5-HT), la bradykinine, I'nistamine et la substance P qui

sensibilisent la terminaison nerveuse de la douleur (Collier et al., 1968 ; Khan et al., 2009).
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Figure 22: Effet de 1’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO) sur le
pourcentage de protection contre la douleur induite par I’injection de 1’acide acétique

(P<0.05).

Parmi les prostanoides, la prostacycline (PGI2) était principalement responsable de la
causalité de la douleur suite a I'administration d'acide acétique (Ronaldo et al., 2000). Au
cours des 30 premieres minutes apreés l'injection d'acide acétique, les taux de prostaglandines
augmentent pendant le test de contorsion (Murata et al., 1997). L'acide acétique provoque

une sensation de douleur due a la libération des médiateurs endogénes cités précedemment.

Ces produits chimiques endogénes stimulent les terminaisons nerveuses et les
récepteurs péritonéaux qui ont conduit a la production de constrictions abdominales en
réponse. Il a été rapporté que la constriction abdominale est liée a la sensibilisation des

récepteurs nociceptifs aux prostaglandines (Deraedt et al., 1980; Ismail et al., 2015).

L'irritation locale produite par une injection intrapéeritonéale d'acide acétique provoque
la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que l'interleukine (IL-1, IL-6, IL-8) et le

facteur de nécrose tumorale (TNF-a) (Sengar et al., 2015).

L'inhibition exercée par I’EPFIO suggere une activite analgésique a mediation
périphérique et I’extrait exerce probablement une activité en inhibant la biosynthese, la

libération et l'action des prostaglandines. Toutes les doses de I’EPFIO ont induit une
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diminution des constrictions abdominales produites par I'acide acétique d'une maniere dose-

dépendante.

L'acide acétique provoque des douleurs inflammatoires en induisant une perméabilité
capillaire (Amico-Roxas et al., 1984 ; Nwafor et al., 2007), et en partie via les récepteurs

péritonéaux de la concentration de PGE2 et PGF2a (Bentley et al., 1983).

111.2.2.2.2.Test a la formaline

L’essai a la formaline est un modéle applicable et fiable de nociception. Cette méthode
renseigne sur les activités centrales et périphériques. L’injection sous-cutanée de 20 ulL de la
formaline a 5% dans la patte arriére droite du rat a induit une réponse nociceptive biphasique

(phase | appelée la douleur neurogéne et phase Il appelée la douleur inflammatoire).

Comme il est reporté dans les figures 23 et 24, I’extrait EPFIO dans cette expérience a
réduit d’'une maniére trés hautement significative (P<0.001) dose dépendante le temps de
lechement dans la phase précoce et d’une maniére hautement significative (P<0.01) dans la
phase retardée. L’extrait a réduit la nociception dans la premiére phase de 34.53 + 4.65;
46.22 + 2.25 et 48.82 = 0.77% a des concentrations d’EPFIO de 100, 200 et 300 mg/kg p.c.,

respectivement. L’indométacine n’a pas réduit le temps de léchement durant cette phase.

Pendant la deuxieme phase, 1’extrait a réduit le temps de lechement avec un effet
protecteur maximum de 60.39 + 0.89% a une concentration de 300mg/kg poids corporel.
L'indométacine a un effet de 46.22 + 2.28 % a 10mg/kg au cours cette phase, ce pourcentage
est similaire a celui de notre extrait (46.17 £5.93%) a la concentration de 100 mg/kg.

Ces niveaux de réduction du temps de lechement obtenus dans ce travail sont
supérieurs a ceux rapportés par Hajhashemi et Klooshami (2012) avec des extraits de
feuilles d’ortie au cours de la premiere phase et qui se chiffrent a 26% et 39.8% a des
concentrations de 200 et 400 mg/kg, respectivement. Par contre, au cours de la deuxiéme
phase, nos résultats étaient inférieurs car ces auteurs avaient enregistré 6, 60.2 et 94.8% a des
concentrations d’extrait de feuilles d’ortie de 100, 200 et 400mg/kg, respectivement. Ces
résultats sont en accord avec ceux qui ont été rapportés pour U. urens (une autre espéce
d'Urtica) par Marrassini et al. (2010).

La premiere phase est caractérisée par I’activation des fibres C et la libération de la

substance P et la deuxiéme phase retardée est due a la libération des médiateurs de
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I’inflammation tels que la sérotonine, I’histamine, la bradykinine, et les prostaglandines initiés
par les fibres C (Shibata et al., 1989).
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Barres d'erreur : Ecart type a +- 1

Figure 23 : Effet analgésique de I’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie
(EPFIO) et de I’indométacine sur la premiére phase de douleur (premiére S5min) (ANOVA,
P<0.001)

Pourcentage de protection (%)

Indométacine Extrait 100mg/kg Extrait 200mg/kg Extrait 300mg/kg
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Figure 24 : Effet analgésique de I’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie
(EPFIO) et de I’indométacine sur la deuxiéme phase de douleur (entre 15 et 30min)

(ANOVA, P<0.01)
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Les composés a action centrale comme les antalgiques narcotiques inhibent les deux
phases ; la phase précoce et retardée ; tandis que les composés a action périphérique inhibent
seulement la phase retardée (Banerjee et al., 2013). Le profil bioactif de I’EPFIO et son

activité antioxydante préalablement démontrés justifie son activité analgésique

111.2.2.3. Détermination de I’ activité antipyrétique de I’extrait phénolique de feuilles et

d’inflorescences d’ortie (EPFIO) chez le rat Wistar
L’effet de I’extrait EPFIO sur I’hyperpyrexie induite par la levure de biére est indiqué
dans le tableau 15. L’injection sous-cutanée de la suspension de la levure de biere a provoqué

1’élévation de la température chez les rats aprés 17h d’administration de la suspension.

L’effet de cet extrait sur la température corporelle était significatif (P<0.05) aux trois
concentrations 100, 200 et 300mg/kg. La réduction de la température provoquée par la levure

de biére commence apres la troisiéme heure pour I’EPFIO et le paracétamol.

Le calcul de la diminution de température rectale a partir de la différence entre la
température atteinte aprés 2h et la température apreés Sh de 1’administration du traitement,
permet de constater que I’extrait a induit une diminution de 2.25°C a 300mg/kg, ce résultat est

comparable a celui du paracétamol (10 mg/kg) qui a permis une diminution de 2.34°C.

Les deux concentrations de I’extrait 100 et 200 mg/kg ont induit des diminutions de 1.17

et 1.58°C, respectivement.

La pyrexie ou la fievre peut étre provoquée par une infection, des dommages de tissus,
une inflammation ou par le rejet de greffe. Le tissu infecté ou endommagé provoque la
formation de médiateurs pro-inflammatoires (les cytokines comme les interleukines 1, o, p et
TNFa) qui augmentent la synthese de PGE2 au niveau de I’hypothalamus et déclenchentr par
ce fait I’¢élévation de la température corporelle (Math et al.,, 2011 ; Duraisankar et
Ravichandran, 2012). En général les AINS exercent leur action antipyrétique par I’inhibition
de la synthése de PG au sein de I’hypothalamus (Weissmann et al., 1980).

Par conséquent, il s’avére que l’action antipyrétique de I’EPFIO peut étre liee a
I’inhibition de la synthése de PG dans I’hypothalamus. La régulation de la température
corporelle exige un équilibre sensible entre la production et la perte de la chaleur et
I’hypothalamus contréle le point de réglage pour rendre la température a sa valeur normale

(Ushikubi et al., 1998). L’effet antipyrétique de 1’extrait est dii probablement a la présence
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des flavonoides. Ces derniers sont connus avec leur effet antipyrétique, par la suppression de
TNF-a (Adesokan et al., 2008).

Tableau 15: Effet de I’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie

(EPFIO) sur la pyrexie induite par la levure de biére.

Températur Temperature rectale (°C) apreés le traitement
e rectale
Traitement | (°C) avant
traitement 1h 2h 3h 4h 5h
(-17h)
Contréle
(eau 36.53+ 38.16+ | 38.25+ 38.43+ 38.53+ 38.37+
distillée) 0.05** 0.01 | 0.18*** | (.11*** 0.09* 0.04**
38.72
EPFIO 36.13+ + 38.65+ | 38.21+ | 3817+ | 37.48+

(100mg/kg) 0.42* 0.12** | 0.46 0.06** 0.05* 0.2%*

*

EPFIO a5 0041 0g | 3878 | 386% 38.17+ | 3744+ 37.02+

(200mg/kg) Y +2.0*% | 1.11* 0.92 0.8* 0.41
+

EPFIO 3637+ | o181 a0 | 37.03+ 36.47+ 36.0+

*%k
(300mg/kg) 0.11** 0.51 0.67** 1.02** 0.15*** 0.80*

*

Paracétamol 36.48+ | 3811+ | 3845+ | 3801+ 37.2+ 36.11 +
(10mg/kg) 0.61* 1.31* | 0.03* 0.24* 0.53%%* | ] 4x*x

Chaque valeur présente la moyenne =ET (n=5). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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111.2.2.4. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire de I’extrait phénolique de feuilles et
d’inflorescences d’ortie (EPFIO) chez le rat Wistar : test d’cedéme induit par la

carragénine
111.2.2.4.1. effet de I’extrait phénolique de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO)

sur I’évolution de I’cedéme de la patte de rat

Les resultats de I’inhibition de I'cedéme de la patte induit par la carragénine, sur un
modéle animal et couramment utilisé pour évaluer I'activité anti-inflammatoire. L’injection de
carragénine est a I’origine d’une réaction inflammatoire vasculoexudative. L’cedéme résulte
donc, d’une augmentation de la pression hydrostatique due a la vasodilatation et surtout d’une
augmentation de la permeabilité de la paroi des petits vaisseaux sous 1’effet des médiateurs
chimiques (Weill et Batteux, 2003).

Les courbes de la figure 25 montrent que I’évolution de la taille de 1’cedéme, suite a
I’injection de la carragénine, évolue de maniére temps-dépendant et atteint son maximal aprés
trois heures ; cela correspond a ce qui a été décrit dans les travaux de Kirkova et al. (1992).
En effet, la carragénine provoque une augmentation de la synthése de cyclooxygénase de type
2 (COX-2) et de prostaglandine type E2 (PGE2) (Nantel et al., 1999 ; Posadas et al., 2004).

Les différentes concentrations d’EPFIO utilisées (50, 100, 150, 200 et 250 mg/kg
de poids corporel) ont réduit 1’épaisseur et le volume de de I’cedéme dont la taille se retrouve
diminuée. Les deux concentrations d’EPFIO (250 et 200mg/kg) ont permis une réduction de
la taille de 1’cedéme plus élevée que celle obtenu avec le diclofénac d’une maniére trés

hautement significative (P<0.001).

L’cedeme se forme dans la premiére heure qui suit I’injection de la carragénine pour
atteindre sa taille maximale & la 3°™ heure et commence a diminuer a partir de la 5*™ heure
apres I’injection. Pour cela, les pourcentages d’inhibition de 1’évolution de 1’cedéme a 1h, 3h

et 6h sont présentés dans les figures 26, 27et 28, respectivement.

Aprés une heure de D’injection, I’effet du diclofénac et de I’EPFIO & différentes
concentrations sur le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme était hautement significative (P
P<0.01). L’extrait a enregistré des pourcentages d’inhibition de minimum 54.33% =+ 20.88 (50
mg/kg) et de maximum 87.35% + 7.83 (250mg/kg).
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Il n’existe pas de différence significative entre le pourcentage d’inhibition du diclofenac
(60.18% + 18.83 a 10mg/kg) et celui de I’extrait EPFIOaux concentrations 50, 100, 150 et
200mg/kg (P=0.099, test Tukey) ; ainsi qu’entre le pourcentage d’inhibition de I’extrait a 250
mg/kg qui est le plus élevé , le diclofenac, I’extrait EPFIO a 150 et 200 mg/kg (66.74% +7.92
et 81.73% + 7.48, respectivement) (P=0.104, test Tukey).
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Figure 25 : Evolution de la taille de I’cedéme en (mm) pendant les 6 heures qui ont suivi
I’injection de carragénine chez les rats traités par différentes concentrations d’EPFIO en

comparaison avec le standard, le diclofenac (P<0.001).

Ce résultat est probablement d0 au fait que I’EPFIO a aussi une action, comme le
diclofenac (AINS), qui passe par l’inhibition de la prostaglandine par inhibition des
cyclooxygénases (Vergne et al., 2000), car I’augmentation des concentrations de ces enzymes

passe par un optimum entre 1h et 2h aprés I’injection de la carragénine (Nantel et al., 1999).

La diminution des pourcentages d’inhibition de 1’cedéme 3h aprés I’injection de la
carragenine par rapport a ceux enregistrés a 1h apres est probablement due a 1’augmentation
maximale de la taille de I’cedéme au bout de 3h suite a la réaction inflammatoire résultante de
la lésion tissulaire provoquée par la carragénine. Ceci a pour conséquence 1’induction de la
synthése de I’histamine, des prostaglandines, des leucotriénes (Ammon et al.,1993), du PAF
(facteur d’activation plaquettaire), des cytokines, du NO (Monoxyde d’azote) et du TNF

(facteur de nécrose tumorale) (Clarke et al., 1996).
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Figure 26 : Pourcentage d’inhibition de ’cedéme 1 heure aprés I’injection de la carragénine
1% (ANOVA P<0.01, test Tukey).
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Figure 27 : Pourcentage d’inhibition de 1’cedéme 3 heures aprés I’injection de la carragénine
1% (ANOVA P<0.001, test Tukey)
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Figure 28 : Pourcentage d’inhibition de 1’cedéme 6 heures aprés I’injection de la carragénine
1% (ANOVA P<0.01, test Tukey).
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Le diclofenac atteint son maximum d’inhibition de 1’cedéme qui est de 78.39% =+ 3.74 6h
aprés ’injection de la carragénine, mais il reste devancé par ’EPFIO aux concentrations de
200 et 250 mg/kg avec des pourcentages de 80.6% = 6.94 et 95.56% + 3.23 respectivement.
Ces niveaux d’inhibition sont supérieurs a ceux obtenus par Dar et al. (2012) qui ont eregistré
des pourcentages d’inhibtion d’oedémes de 25.64, 33.33 et de 51.28% avec des extraits

aqueux, méthanolique et d’hexane de feuilles d’ortie, respectivement.

D’aprés nos résultats, il est possible que I’EPFIO ait inhibé la libération de certains
médiateurs de I’inflammation (Sérotonine, histamine et bradykinine) ainsi que les
prostaglandines. Les activités anti-inflammatoires d’U. dioica peuvent étre attribuées a
certains de ses constituants comme les acides phénoliques et les flavonoides, qui sont des
antagonistes de I’histamine, des inhibiteurs de la phosphodiestérase et des piégeurs de
radicaux libres. Certains flavonoides inhibent aussi la production de cytokines, 1’expression et

la sécrétion du TNF-a (Gonzalez-Gallego et al., 2010)
111.2.2.4.2. Effet de I’extrait phénolique de feuilles et inflorescences d’ortie (EPFIO) sur
les marqueurs de I’inflammation
111.2.2.4.2.1. Effet de ’extrait phénolique de feuilles et inflorescences d’ortie (EPFIO)
sur les niveaux de la C-Protéine Réactive (CRP) et de I’albumine

Une technique automatisée immunoturbidimétrique a été employée pour le dosage
de la CRP et de I’albumine. Les résultats du dosage de la C- reactive protein et de 1’albumine
sont reportés au tableau 16. Les concentrations de la CRP, enregistrées pour le lot de
référence (3.94mg/mL) et I’EPFIO aux deux concentrations 250 et 200 mg/mL (4.04 et 5.47
mg/mL, respectivement), sont inférieures a celle du témoin négatif (rats traités avec du
Diclofenac) qui est de 6 mg/mL. Cependant, il n’existe pas de différence significative (P=

0.781) entre les niveaux de CRP de ces quatre lots.

Le test ANOVA révele un effet hautement significatif (P<0.01) des différents
traitements sur la concentration de la CRP. Une augmentation du niveau de la CRP chez le lot
de rats non traités (témoin positif) a été enregistrée avec une concentration de 47.27 mg/mL.
Cette derniére est presque 12 fois plus élevée que la moyenne de concentration de la CRP

pour les rats du lot de référence qui est de 3.94 mg/mL.

Dans toutes les espéces animales étudiées, une augmentation rapide de la

concentration en CRP est notee dans les heures qui suivent une agression (Eckersall et al.,
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1996 ; Burger et al., 1992). Les cytokines de la réaction inflammatoire (CRI) libérées dans la
circulation vont étre responsables de la réponse systémique de la réaction inflammatoire et
I’augmentation de la concentration plasmatique d’un certain nombre de protéines d’origine
hépatique appelées protéines de la réaction inflammatoire positive (PRI+) comme la C-
Protéine Réactive (CRP). D’autres protéines, également d’origine hépatique, voient leur
concentration plasmatique diminuer, ces protéines s’appellent protéines de la réaction
inflammatoire négative (PRI-) comme 1’albumine (Engler, 1993).

Tableau 16 : Effet des différentes concentrations de ’extrait de feuilles et inflorescences
d’ortie (EPFIO) sur les concentrations de la protéine C-réactive (CRP) et de I’albumine chez

les rats Wistar.

Lot de rats expérimentaux CRP (mg/L) Albumine g/dL
Lot de réference 3.94 +0.252 4.23 +0.422
Lot témoin négatif (rats
- ) 6 +0.23P 3.87 £0.332P
traités au diclofenc)
Lot témoin positif (rats non
) 47.27 £0.87¢ 2.68 £0.26°
traités NaCl)
Lot traité avec EPFIO a
24.2 + 4.269 2.9+0.43°
50mg/kg
Lot traité avec EPFIO a 1454 + 1 30¢ 3.4 +0.170¢
100mg/kg
Lot traité avec EPFIO a 10.3 + 0.70¢ 375 + 02120
150mg/kg
Lot Lot traité avec EPFIO a 547 + 0.42 402 + 0083
200mg/kg
Lot traité avec EPFIO a 4.04 + 0.66° 4.04 +0.12b
250mg/kg
P value (ANOVA) <0.01 <0.001

Les résultats du dosage de I’albumine indiquent un effet trés hautement significatif (P

< 0.001) des différents traitements sur la concentration en albumine. Ainsi une baisse de la

concentration en albumine est enregistrée chez le lot témoin positif (les rats ont recu la
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solution de NaCl 0.9%) par rapport au lot de référence et au lot de rats traités au diclofenac
(témoin négatif).

L’effet de I’EPFIO étudié aux concentrations de 200 et 250 mg/mL est meilleur que
celui du diclofenac sur la concentration de 1’albumine. Or les traitements avec les
concentrations de 150, 200 et 250 mg/mL de I’EPFIO qui ont permis d’avoir des
concentrations sériques en albumine de 3.75, 4.02 et 4.23 g/dl ne présentent pas de différence
significative (P=0.434, test Tukey) avec le traitement au diclofenac (3.87g/dl) et le lot de
référence.

Selon Eissa et Zidan (2009), une hypo-albuminémie est un désordre hépatique qui
a pour conséquence la perturbation de la synthése hépatique de 1’albumine. Cette synthése
d’albumine est stimulée par une chute de la pression osmotique mais, peut également étre
affectée par des changements physiopathologiques comme lors d’une maladie infectieuse ou
inflammatoire, et dans ces cas la sécrétion est réduite. Ceci est d( aux cytokinines pro-
inflammatoires (Evans, 2002).

Les resultats enregistrés témoignent de 1’effet anti-inflammatoire important de
I’EPFIO qui est comparable a celui d’un medicament anti-inflammatoire comme le
diclofenac. Cet effet est probablement en lien avec la richesse de I’extrait en composés
phénoliques actifs qui ont une action sur les cytokines proinflammatoires, le PAF (Facteur
d’activation plaquetaire), le TNF kappa P, ainsi que sur l'interleukine-2 et l'interféron-y
(Barnes et al.,, 2002; ESCOP, 2003; Obertreis et al., 1996; Riehemann et Schulze-
Osthoff, 1999; Ganber et Spiteller, 1995).

Ces résultats confirment 'utilisation traditionnelle de la partie aérienne de 1’ortie pour
le traitement des maladies inflammatoires (Bertrand, 2010).

I11.2.2.4.2.2. Effet de I’extrait phénolique de feuilles et inflorescences d’ortie (EPFIO)
sur la Formulation et Numération Sanguine (FNS)

L’hémogramme est un diagramme sanguin qui analyse le nombre, la proportion, la
morphologie et les variations des éléments figurés du sang. Dans cette étude, nous nous
sommes intéressés au dénombrement des leucocytes et des plaguettes de rats avant et aprés
I’inflammation aigiie induite par ’injection de carragénine.

Les résultats obtenus montrent que chez les rats du lot de référence, le nombre de
leucocytes est de 8.28 x 103/ mm?. Il n’existe pas de différence significative (P= 0.069) entre

le traitement au diclofenac et le traitement avec I’extrait d’ortie aux deux concentrations 200
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et 250 mg/kg vis-a-vis du taux de leucocytes. Pour le lot non traité le taux de lecocytes a
atteint 13.4 x 103/ mm3 (tableau 17).

Lors de la phase aigue, la production de médiateurs vaso-actifs induit une
augmentation du flux vasculaire. La vasodilatation des vaisseaux au niveau local favorise
I’extravasation des protéines plasmatiques dans le tissu. En paralléle, la production de
cytokines sur le lieu de I’agression favorise la circulation des leucocytes du sang vers le tissu
(Alves et al., 2009).

Selon Wagner et Roth, (2000), les leucocytes migrent a I’endroit de I’inflammation
en réponse aux stimuli chimiotactiques et jouent un rdle important dans la pathogénie des
désordres inflammatoires aigus et chroniques. Pendant la phagocytose, les leucocytes activés
liberent des radicaux superoxides et d’autres contenus cytoplasmiques dans 1’endroit de

I’inflammation; ceci peut causer des dommages au tissu (Weissmann et al., 1980).

Alves et al. (2009) ont rapporté que la réduction des neutrophiles durant la péritonite
peut étre due a la production des cytokines pro-inflammatoires tel que: TNF and IL-1p.
L’EPFIO peut étre a I’origine d’une réduction de la migration des neutrophiles dans la cavité

péritonéale par ses effets sur ces cytokines.

Selon Esmon (2005), les médiateurs inflammatoires peuvent augmenter la production
de plaquettes. D’apres les résultats du tableau 17, il apparait une augmentation importante du
taux de plaquettes dans le sang chez les rats qui ont recu la solution de NaCl comparés a tous
les autres lots expérimentaux. Cela montre que le traitement des rats par le diclofenac et
I’extrait phénolique d’U. dioica aux concentration de 200 et 250 mg/ kg donne des taux de

plaquettes semblables a celui du lot témoin sain.
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Tableau 17 : Effet de I’extrait phénolique des feuilles et inflorescences d’ortie (EPFIO)
sur le taux de leucocytes et de plaquettes des rats Wistar.

Taux de leucocytes Taux de plaquettes
Lot de rats expérimentaux
(x 103/ mm?) (x 103/ mm?)
Lot de référence 8.28 £ 0.43? 622.21 £ 29.922
Lot témoin négatif (rats
_ _ 9.42 + 0.462P 647,08 + 55.35%
traités au Diclofenc)
Lot témoin positif (rats non
_ 13.4 +1.249 1018,86 + 65.53¢
traités NaCl)
Lot traité avec extrait a
13.23 +0.75¢ 930,67 + 24.68¢%4
50mg/kg
Lot traité avec extrait a 1213 + 0.2604 900 + 7.0
100mg/kg
Lot traité avec extrait a 11.16 + 0.29b< 811.27 + 13.3b¢
150mg/kg
Lot Lot traité avec extrait a 10.86 + 0.15P¢ 7001 + 21,072
200mg/kg
Lot traité avec extrait a 9.44 + 0.802b 635.34 + 75,7
250mg/kg
P value (ANOVA) <0.001 <0.001
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111.2.2.4.2.3. Examen histologique de la patte de rat

Six heures aprés I’induction de I’inflammation, une étude histologique a été réalisée.
Les observations microscopiques lors des examens histopathologiques de pattes des rats nous
ont permis de percevoir la réduction de la réponse inflammatoire induite par le traitement a
I’EPFIO et au diclofenac (fig. 29).

L’examen histopathologique des pattes de rats ayant recu de la carragénine mais non
traités a mis en évidence la présence d’un cedéme multifocal d’intensité moderée associé a
une infiltration inflammatoire mixte et massive (fig. 29b). Le nombre de neutrophiles était
plus important dans les tissus des pattes de rats non traités que dans ceux des pattes de rats

traités avec I’EPFIO et le diclofénac.

Ainsi, pour les lots de rats traités avec I’EPFIO a 50, 100, 150 mg/kg (fig.29
c,d,e),’examen histopathologique révéle la présence d’oedémes multifocaux d’intensité
minime accompagnés d’inflammation modérée a minime. Pour le lot de rats traités a I’EPFIO

250mg/kg, la présence de quelques cellules inflammatoires éparses est a signaler (fig.29 h).
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(a) (b)

(8) (h)

Figure 29 : Examen histologique des pattes de rats des différents lots expérimentaux. (a) Lot
de réference (b) Témoin positif (c) EPFIO 50mg/kg (d) EPFIO 100mg/kg (e) EPFIO
150mg/kg (f) EPFIO 200mg/kg (g) EPFIO 250mg/kg (h) Teémoin négatif —Diclofenac-.
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Conclusion et perspectives

Plante communément répandue, I'Ortie dioique est en fait une plante dotée de
nombreuses qualités dont découlent plusieurs utilisations qui méritent d’étre soulignées et

vulgarisées aupres du grand public.

La problématique soulevée dans cette thése s’inscrit dans la contribution a une
connaissance de la composition en polyphénols d’Urtica dioica récoltée dans la région Nord
Ouest de 1’Algérie, ainsi que la détermination de son potentiel biologique. Les feuilles et
inflorescences de cette plante ont fait 1’objet de cette étude en raison des vertus qu’on leur

attribue.

Dans un premier volet de ce travail, nous avons testé trois prétraitements différents des
¢échantillons et deux méthodes d’extractions. Des dosages colorimétriques de polyphénols
totaux, de flavonoides et d’acides hydroxicinnamiques nous ont permis de déterminer 1’extrait

de feuilles et inflorescences d’ortie le plus riche en composés phénoliques.

L’analyse chimique de I’extrait de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO) par
HPLC-PDA-ESI-MS a révélé une variabilité chimique qualitative et quantitative, tres
intéressante. Nous avons noté la prédominance de la rutine (quercetine 3-O-rutinoside) avec
2005 pg / g d'ortie, ce qui correspond a 65.66%, suivie de I'acide férulique et de ses dérivés
(acide 5-hydroxyférulique et désoxyhexoside de I'acide hydroxyférulique) avec 11.58%, la
naringénine et ses dérivés avec 6.1 %, I’acide féruloylmalique pour 4.49%, 1’apigénine di-C-
hexoside pour 2.18%, du kaempférol-3-O-glucoside avec 1.53%, 1’acide cinnamique avec

1.41% et de la catéchine (épicatéchine et épigallocatéchine) avec 1.33%.

Dans un deuxiéme volet, nous avons mis en évidence et évalué les propriétés

biologiques des polyphénols extraits par des tests in vitro et in vivo.

La premicre propriété vérifiée in vitro est I’activité antioxydante par les tests DPPH,
TEAC, FRAP et celui de I’inhibition du blanchiment du B- caroténe. L’activité antioxydante
de 1”’extrait phénolique d’ortie a été comparé a celui de deux autres antioxydants, 1’acide

ascorbique et la quercetine.

Ainsi, pour les deux tests DPPH et TEAC, il n’existe pas de différence significative
entre D’activité de 1’extrait et celle de la quércétine. Par contre, pour le test FRAP I’extrait
présente un potentiel de réduction des ions ferriques supérieur a celui de la quercetine, mais

3,5 fois inférieur a celui de I’acide ascorbique, un puissant antioxydant. L’extrait de feuilles et
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d’inflorescences d’ortie (EPFIO) a présenté une activité antioxydante importante dans tous les

tests et une forte corrélation avec le contenu phénolique élevé de cet extrait.

L’activité antimicrobienne de cet extrait phénolique, vis-a-vis de quatorze especes
microbiennes pathogenes et une espéce de levure a également été mise en évidence. Les
polyphénols d'U. dioica ont eu un effet inhibiteur de la croissance de la plupart des souches
testées, dont les plus sensibles étaient S. aureus et C. albicans avec des CMI de 0.039 et
0.156mg/ mL. Cependant, dans le test de neurotoxicité a une concentration de 1mg/mL,

I’extrait n’a eu aucun effet sur la viabilité des cellules tumorales.

L’effet analgésique périphérique de D’extrait de feuilles et d’inflorescences d’ortie
(EPFIO) utilisé a une dose de 400mg/Kg de poids corporel chez le rat Wistar a été démontré
par le test writhing et le test de la formaline avec un pourcentage de protection contre la

douleur de 81% et 60.39% respectivement.

L’effet de I’extrait EPFIO sur I’hyperpyrexie induite par la levure de biére était
significatif et d’une maniére dose-dépendante. Concernant 1’activité anti-inflammatoire,
I’extrait EPFIO utilisé & une concentration de 1mg/mL a induit une inhibition de la
dénaturation thermique de 1’albumine a hauteur de 72.38 % et de la lyse membranaire HRBC
d’environ 60.44 %.

Par ailleurs, I’'inflammation provoquée par la carragénine a ét¢ réduite de 95% par
I’extrait EPFIO utilisé a une dose de 200mg/kg. L ensemble des résultats obtenus confirment
les potentialités bioactives des polyphénols de l'ortie et leurs éventuelles applications

pharmaceutiques et alimentaires.

L’ensemble de ces propriétés biologiques démontrées expérimentalement conferent a
I’extrait de feuilles et d’inflorescences d’ortie (EPFIO) étudié un statut de complément
alimentaire naturel dénudé de toute suspicion quant a leur composition chimique et des

bénéfices santé que 1’on peut en tirer.

En perspective, il serait fort intéressant d’explorer I’effet isolé et synergique des
différents composeés phénoliques identifiés des feuilles et inflorescences de cette plante et de
tester d’autres activités biologiques comme les activités neuroprotectrices, antispasmodiques

et antiparasitaires.
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