MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE AKLI MOHAND OULHADJ - BOUIRA
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE ET DES SCIENCES DE LA TERRE
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

-
.@ b Réf: ....... /UAMOB/F.SNV.ST/DEP.AGR/2017

sl

MEMOIRE DE FIN DE CYCLE
EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME MASTER

Domaine : SNV Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Biochimie appliquee

Présenté par :

YAHOUI Hind & MERIMI Ahlam

Theme

Activité antioxydante et anti-inflammatoire de I’extrait
hydro-alcoolique d°Ajuga iva (ivette musquée)

Soutenu le : 18/ 09/ 2018 Devant le jury composé de :

M. RAI A. Univ. de Bouira Président
M. ADRAR N. Univ. de Bouira Promoteur
M. TIGHILET K. Univ. de Bouira Examinateur

Année Universitaire : 2017/2018




« Les plantes semblent avoir été semées avec profusion sur la
terre, comme les étoiles dans le ciel, pour inviter Chomme par Cattrait

du plaisir et de la curiosité a [étude de la nature »

Jean Jacques ROUSSEAU



Remerciement

Tout d’abord Nous remercions DIEU le tout puissant de
nous avoir donné le courage et la Volonté de terminer ce

travail.

En tout premier lieu Nous remercions notre promoteur M.
ADRAR N. de nous avoir proposée ce sujet, de nous avoir
guidée, soutenue et encouragée, pour ces précieux conseils et

soutien tout au long de notre travail.

Nous remercions M.RAI A. de nous avoir fait Chonneur de
présider le jury de notre soutenance. A M.TIGHILET K.
d’avoir accepté d’examiner et de juger ce travail, qu’il

trouve ici notre sincére gratitude.

Enfin a toutes les personnes qui, de prés ou de loin, ont
contribué d la réalisation de ce travail, Nous vous

remercions du fond du coeur.



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail tout d’abord a mes parents pour leurs
amour, leurs sacrifices et leurs encouragements qui ont fait de moi ce

que je suis aujourd hui.

A mon fiancé daniél merci de m’'avoir accompagné jusque d la
concrétisation de ce travail. Saches que je t'aime profondément, que

Dieu bénisse notre union.

A mes sceurs Hayat, Fahima , Nabila et ma petite adorable Nawal. A
mes treés chéres fréres Mohamed, Adel, Merzak et Rabah pour qui je

Souhaite que du bonheur et de réussite dans leur vie.

A toute personne qui me connaisse et me considére comme une amie.

A tous ceux qui me sont chéres et en fin A mon binéme Hind.

MERIMI Ahlam.



Dédicace

J'ai Chonneur de dédie ce modeste travail a mes chers parents
Abdelkadar et Rbiha qui m'avez dirigé et suivi pondent toute mes

années d’etude.

Je ne pourrai jamais oublier d’exprimer ma profonde gratitude a
mes sceurs : Soumia, Sara, Hadjer, Noussa et mon frére Souhaib et tout

la famille YAHOUI et SAMMA.

Je dédie aussi ce travail a mon mari, je le remercie pour son aide

précieuse, son soutien et son amour.

A mon binéme Ahlam , a tous ceux qui me sont chéres d tous ceux qui

m'aiment d tous ceux que j'aime. Je dédie ce travail.

YAHOUTI Hind.



Sommaire
Liste des abréviations
Liste des tableaux
Liste des figures
INEFOTUCTION <.ttt bbbt bbb bbbttt ne e 1

Synthése bibliographique

R 0o T USROS 2
L L. GBNEIALIES ...ttt bttt 2
[.2. DesCription €t NADTAL .......ccvoiuiiiieii e 2
L.3. Classification A’ AJUQA IVA........ccueiueiieieerieiie e e s ee e e ste et steesaesraesaeasaesraesneeneennaeas 3
1.4, Propriétés DIOIOGIQUES ........cueieiiiei it 3
1.4.1.Utilisation traditioNNEHle .........cooviiic e 3
[.4.2. Propriétés prouvées par I’eXperimentation.........cervreiiieriiieiieiiesesne e 4
L.5.Composition chimique d’AJUGA IVA .......coeiieieiiieie et 5
LB TOXICITE ..ottt bbbt b e bttt e et b e e 5
[1. SErESS OXYUANT ...ttt ettt st et r e be e e e teeneesbeenbeeneenneas 6
T2 DEFINTLION ..ttt ettt eene e 6
I1.2. Les radicaux libres et les especes réactives de FOXYZENe .......oovviviiiiiiiiiiiiiinienieicn, 7
[1.3. Sources des especes réactives A OXYZEMNE ....uervirerieiriierieriesteeeeienr ettt sie i 8
I1.4. RGles physiologiques des espéces réactives d’OXYZENE ..vovvvvervverieiieieerieseesieeseesiesaeseeas 9
[1.5.D0MMAQgES OXYAALITS ....occveiiiieiie et eeae e 10
[1-6 DETENSe anti-OXYHANTE ....c.eoveieiieiiei et 11
I1.7.Mode d’action d’un antioXYAANL ........eeeiureiiiieiiiiieiieie s siee e sire s srre e aeeesneeas 12
11.8.Les antioxydants naturels et de SYNLNESE ..........ccccviveiiierieie e e 13
L0 O B 1V 5301 001 270 ) o PSP UPRTPR 14
T DETINLION. ...ttt e bbb 14
II. 2.Cause de I Inflammation..........ccueiuieiiriieeiieesiie sttt a e sae b sseeeneeas 15

III. 3. Cellules de IINflammation ..oceuuueeeeiiieeeiiieeireie e ee et s s e e e reeessbe s s e e seeesebnsereeeseeessrnnnns 15



III. 4. Formes cliniques de I"inflammation..........c.ooooiiiiiiiiinnieece e 16

III. 5. Les médiateurs d’inflammation ...........cc.uveeiiiiiriiiiiiiiiee s esiree e e e eaneee e 17
I11. 6.Les pathologies INFlammMatOireS.........ccoveiiiiieiieie e 19
1. 7. Les anti-INFlammatOireS .........ccoiieiieiieie et 19
1. 7.1. Anti-inflammatoires NON SErOTAIENS ........ccevviiiriiiiiieiee e 19
I1. 7.2.Anti- inflammatoires SEErOTAIENS .......ccveieieieriesie e 20
1. 7.3. Anti-inflammatoires NAtUrElIES ..........cooieeiieii e 20
[11.8. Relation entre le stress oxydatif et I'inflammation ..., 21

Partie expérimentale

0 AV =T = SRS 24
1.1, Materiel VEQETAIR ..ot e 24
1.1.2.Réactifs chimiques et matériel instrumentale ...........ccocoveiiiiiiieine e 26
L2, IMIBENOTES ... ettt bbbttt b bt 27
[.2.1. Extraction assSiStée par UIFASONS ..........ccceciviiiiieie e 27
1.2.2. Etude de I’activité anti-oxydante d’extrait éthanolique d’Ajuga iva ........cc.coevvvevennnne. 29
I.2.3.Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de PeXtrait...........cccooeevviveiivereene e seernen 31
[.2.4. ANAIYSE STALISTIGUE .....cueereeeeeiitesieeteee ettt 32
[1.1. ReNdement d’@XEraCtION ...uuievieiiieiiee it esieesitiesiee et e st esteesiee et e st e e sbeesnteesseesnbeenbeesnaeesreaens 33
[1.2. Activité antioxydant de I’extrait éthanolique d’AJUga IVa........ccovveeriiiniiinenieee e 36
2.1 TESEAU DPPH ... e e e ae e e s nne e e e neeeanes 36
[11.3. Activite Anti-inflammatoire iN VIEIO ......ccoveiiiiiiiisices e 41

[11.3.1.Evaluation de Teffet des extraits éthanoliques des feuilles d’Ajuga iva sur la

stabilisation de la membrane des globuleS rOUQES.........ccvevveiiiiiiecce e 41
CONCIUSION BT PEISPECTIVES ...oviieiiie ettt ettt e e e sbe e s rae e baesraeeanaaen 44

Références bibliographiques
Annexes

Résumé



LISTE DES ABREVIATIONS
Al : Ajuga iva.
STZ : Streptozotocine.
ROS : Espéces réactives d’oxygene.
Oze- : Anion superoxyde.
OHe- : Radical hydroxyle.
H20:2 : Peroxyde d’hydrogene.
102 : Oxygene singulet.
NAPPH : Nicotinamide adénine di nucléotide phosphate hydrogénase.
ADN : Acide désoxyribonucléigue.
ATP : Adénine tri phosphate.
BHT: Butylhydroxyanizole.
BHA : Butylhydroxytoluéné.
PNN : Polynucléaires neutrophiles.
C3a: Protéine 3 a du complément.
C5a : Protéine 5a du complément.
AIS : Anti-inflammatoires stéroidiens.
AINS : Anti-inflammatoires non stéroidiens.
A : Absorption.
UV : Ultra-violet.
R : Rendement.
IC 50 : Concentration inhibitrice a 50%.
COX: Cyclo-oxygenase.
MO : Macrophages.
CI : Halogéne.
HOCI : Acide hypochloreux.
HRBC : Human red blood cell
SCE : Fluide supercritique.
PLE : Fluide pressurisé.
EtOH : Extrait éthanolique.
ARP : Apport anti-radicalaire.
PC : Poids corporelle.

DPPHe: 2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle.



Liste des tableaux

Tableau | : Les causes de I'inflammation..........cccuerveierieereiiesie e nneas 15
Tableau Il : Exemples de pathologies liées a I’ inflammation ...........cccceevvereeviesieeseeseesnnnnn, 19
Tableau 111 : Situation géographique de station de récolte ...........ccoovevveiiiiiene s, 25
Tableau 1V : le rendement de extrait d’AJUQA IVA.......ccoeveeieiieiieie e 36

Tableau V : Activité anti-radicalaire d’extraits d’Ajuga iva et dUBHA ..., 41



Liste des figures

Figure 01 : Différentes parties d” AJUQA IVA L. .....cooiiiiiiiiiicieicee e 3
Figure 02 : Schéma montrant le stress oxydant, qui est un état de déséquiliore entre le
systeme de défense par les antioxydants et la surproduction des radicaux libres. ..................... 6
Figure 03: Les radicaux libres et les antioXydants...........cccoveveiieiieiicsieeie e 8
Figure 04 : Origines desS ROS ... ..ot 9
Figure 05: Lésions cellulaires induites par les radicaux lDres .........cccoovvvivienineicicieen, 11
Figure 06: la balance d’équilibre entre les systémes pro et antioXydants...........cccccvevverreennenn. 12
Figure 07 : les signes cliniques de I’ inflammation. ............ccocerieiirininieieiese e, 14
Figure 08 : La réaction inflammatoire au point de I’infection..........c.ccocvvvvvivreneninnniinienen, 17
Figure 09 : Le stress oxydant est la cause ou la conséquence de I’inflammation................... 23
Figure 10 : Photographie d’Ajuga iva et le lieu de sa récolte. ..........coovriiiiiiiiniiiiciee, 24
Figure 11 : La carte géographique de la région de récolte...........cccovvviveviiieiic i, 25
Figure 12 : SEchage A’ AJUQA IVA. ...cc.eeiuiiieiieitieie ettt sttt be e 26
Figure13: Poudre d’AJUQA VAL .....c.oiuiiiiiiieiiiesiee bbbt 26
Figure 14: Représentation schématique de la croissance et de I'implosion d’une bulle de

(072 V1 7= U o o SR 27
Figure 15: Le baina ultra-sons (SELECTA). ..oovoiiiiiiie ettt 28
Figure 16 : Forme libre et réduite du DPPH. ........ccooeiiiecece e 29
FIgure 17: TeSEAU DPPH. ..ot bbb 30
Figure 18 : Rendement d’Ajuga iva extrait par différentes méthodes d’extractions .............. 37
Figure 19 : Activité scavenger du DPPH++ de BHA a différentes concentrations................. 39
Figure 20 : Activité scavenger du DPPH+- d’Ajuga iva a différentes concentrations. .......... 40
Figure 21: La concentration d’extrait d’Ajuga iva et de BHA qui inhibent 50 % du DPPH..41
Figure 22 : Pourcentage d’inhibition d’hémolyse des globules rouge induit par différentes
concentrations d’extrait éthanolique d’AJUJA IVA .......ccueiiiiiieiieiie s 44
Figure 23 : Effet de I'extrait éthanolique d’Ajuga ivaet du standard Indométhacine a 200
pg/ml sur I’inhibition de ’hémolyse des globules rouges, induit par la chaleur. .................... 45



Liste des Annexes

Figurel : Activité scavenging de différentes concentrations d’Ajuga iva. .................. Annexe 1
Figure?2 : Activité scavenging de différentes concentrations du standard BHA. ......... Annexe 1

Figure 3: image montre le changement de couleur du DPPH+e aprés I'addition a différentes
concentrations d’extrait d’AJUQJA IVAL .....c.civeieiieieiieseeseesie e se e ste e e e e e e Annexe 2
Figure 4 :Une image montre le changement de couleur du DPPH+e aprés I'addition a

différentes conCentrations A& BHA. .. ..ot a e e Annexe 2

Figure 5: Pinhibition d’hémolyse des globules rouge induit par differentes concentrations

d’extrait €thanolique d’AJUQA IVA.........coviiiiiiiiiiesie e Annexe 2



Introduction



Introduction

Introduction

L’inflammation est un mécanisme de défense indispensable pour ’intégrité de
I’organisme. Cependant, elle se trouve impliquée dans un trés grand nombre de pathologies
humaines. D’une autre part, le stress oxydant est également a 1’origine de plusieurs maladies
humaines allant de [I’inflammation au cancer tout en passant par les maladies
cardiovasculaires et 1’arthrite rhumatoide. De ce fait, la recherche de substances d’origine
végétale douées d’activités anti-inflammatoires et/ou antioxydant s’avére trés utile pour
I’amélioration de la santé humaine tout en évitant les effets indésirables des molécules de

synthese (Meziti, 2008).

En Algérie, beaucoup de plantes sont traditionnellement utilisées pour traiter les
différentes maladies, Parmi ces plantes, Ajuga iva, connue sous le nom commun Chendgoura,
est largement utilisée dans les régions semi arides et particulierement dans 1’Est Algérien
(Halimi, 2004 ; Bendif et al., 2017). Malgré son utilisation tres vaste dans la médecine
traditionnelle, A. iva reste trés peu étudiée et spécialement dans la lutte contre le stress
oxydatif. Pour ce faire, I’évaluation de I’activité antioxydante d’extrai éthanolique d’Ajuga
iva a été réalisée par le test DPPH dans un premier temps. L’activité anti-inflammatoire de
méme extrait a été évaluée via le teste de stabilisation de la membrane érythrocytaire dans un

deuxieme temps.

Ce mémoire comporte deux parties, la premiére partie est un recueil bibliographique
portant sur le stress oxydatif et I’inflammation ensuite la relation entre les deux. La deuxieme
partie est la partie expérimentale, elle comporte le chapitre matériel et méthodes qui consiste
en I’évaluation in vitro de ’activité antioxydant et anti-inflammatoire des extraits hydro-
alcoolique de A. iva. Les résultats obtenus sont résumés et discutés dans le chapitre résultats

et discussion.
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Revue bibliographique Chapitre I

I. Ajugaiva
1.1. Généralités

Le nom Ajuga vient du mot latin "Jugum™ joug. Avec le suffixe "a"™ sans joug, du
fait que la corolle est dépourvue de levre supérieure. Iva, est un ancien nom féminin latin qui
est utilisé pour la premiere fois pour cette plante (Ghedira et al., 1991). En Algérie A. iva, est
connu sous le nom de «Chendgoura» en Arabe (Taleb-Senouci et al., 2009); Taftelba en
Berber ; Ivette, Petit if, Bugle en Francais; Hero bivy, Musky bugle en Anglais (Halimi,
2004 ; Ghedira et al., 1991).

1.2. Description et habitat

Le genre Ajuga (Lamiaceae) comprend 40- 50 espéces (Diafat et al., 2016). C’est une
petite plante annuelle herbacée, vivace de 6-20cm de hauteur, ligneuse a la base, a odeur
de musc ; tiges étalées- diffuses, rameuses, tres feuillues de 5 a 50 cm de feuilles opposees ;
feuilles sessiles ,persistantes, linéaires-lancéolées, enroulées aux bords, entieres ou un peu
dentées au sommet ; fleurs purpurines de 15mm a deux levres et tubulaire, et surtout bleu,
violet ou de couleur jaune (figurel), elle fleurit entre mai et juin (Halimi, 2004 ; Ghedira et
al., 1991).

L’ivette musquée pousse dans différentes parties du monde, principalement dans les
zones tempérées et chaudes, A. iva est une espece commune en Afrique du Nord qui est
largement distribué dans la région méditerranéenne, particulierement au Maroc, en Tunisie, en
Egypte, en Europe du Sud et tres répandue dans les pelouses et les foréts du tell algérien
(Halimi, 2004). De nombreuses plantes d'Ajuga sont utilisées en horticulture comme
couverture de sol ou de la frontiere, et dans les jardins de rocaille, mais certains sont

considérés comme des mauvaises herbes (Bendif et al., 2017).
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Revue bibliographique Chapitre I

Figure 01 : Différentes parties d’Ajuga iva L. (Halimi, 2004).

1.3. Classification d’Ajuga iva

-Regne : plantae

-Embranchement : Spermaphytes

-S/Embranchement : Angiospermes

-Classe : Dicotylédones

-Ordre : Lamiales/ tubiflorae

-Famille : Lamiaceae

-Genre : Ajuga

-Espece : Ajuga iva (L.) Schreb. (Ghedira et al., 1991; Halimi, 2004).

I.4. Propriétés biologiques
I.4.1.Utilisation traditionnelle

Dans la meédecine traditionnelle algérienne, la partie aérienne d’Ajuga iva (L.)
Schreber (Al) a été utilisée pour une variété des maladies et troubles mentaux, tels que
diabéte, estomac et troubles intestinales, entérite, sinusite, des maux de téte, rhumatisme, la

goutte, lasthme, le paludisme, les ulceres, Antibactérien et anti-appétant (Taleb-Senouci et
al., 2009; Chenni et al., 2007; Halimi, 2004).
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Revue bibliographique Chapitre I

Dans la pharmacopée marocaine la plante entiére, en décoction ou en poudre, est
connu pour ses nombreux effets bénéfiques en tant que panacée (reméde universel) et
spécifiquement pour les troubles gastro-intestinaux (EI Hilaly et al., 2004). Comme un
traitement de longue durée (plusieurs semaines) dans le cas de stérilité féminine, et contre les
douleurs rhumatismales, les régles douloureuses, antidiabétique, anticancéreuse, vermifuge et
réchauffant (Diafat et al., 2016).

Plusieurs especes d'Ajuga ont été utilisées aussi en medecine traditionnelle africaine et
asiatique, a l'est Afrique, les plantes du ce genre ont été employées comme remede contre la
fievre, les maux de dents, la dysenterie et I'hypertension artérielle, et dans la pharmacopée
chinoise, ils sont connus pour leur effet diurétique et anthelminthique (El-Hilaly et al., 2004 ;
Halimi, 2004).

1.4.2. Propriétés prouvées par I’expérimentation

Certaines études ont prouvé que cette plante présenté une gamme d'activités
biologiques et pharmacologiques, qui peuvent justifier son utilisation thérapeutique dans le

cadre traditionnel algérien.

<> Bouderbala et al., (2010) ont testé I'effet des iridoides extraites de I'extrait aqueux
d’ Ajuga iva sur la peroxydation lipidique dans les globules rouges et les tissus associés a une
augmentation de lactivités d'enzymes antioxydants chez les rats nourris avec un régime
enrichi en cholestérol et conclu que Tiridoides peux jouer un rble important dans la
suppression du stress oxydatif causé par le cholestérol alimentaire et par conséquent, peut étre

utile pour la prévention et/ ou le traitement précoce de I'hypercholestérolémie.

X Le screening pharmacologique réalisé in vivo et in vitro démontre qu’Ajuga iva
est dotée d’un large spectre  d’activités pharmacologiques; elle est anti-hypertensive;
vasodilatatrice (El-Hilaly et al., 2004).

<> Hamden et al., (2008) ont montré aussi que I'extrait aqueux d’Ajuga iva posséde un

effet antioxydant, il exerce une action contre la peroxydation lipidique des tissus chez les rats

diabétiques.
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<> En 2009, Taleb- senouci a étudié leffet antioxydant possible d'un extrait agqueux
d’Ajuga iva sur les rats rendus diabétiques par la streptozotocine (STZ) cette étude indique
que lextrait aqueux d’Ajuga iva améliore le statut antioxydant en réduisant la peroxydation
des lipides et en améliorant les activités des enzymes antioxydants dans le plasma,
érythrocytes et tissus de rats diabétiques.

I.5.Composition chimique d’Ajuga iva

Les études phytochimiques sur A. iva ont révélé la présence de plusieurs flavonoides,
tanins, terpénes, stéroides, caféine (caféique chlorogenique) et les constituants de [huile
essentielle et d’autre principe comme I'ajugarine (Beloued, 2012 ; El Hilaly et al., 2004). Elle
contient aussi les anthocyanes, les acides phénoliques, les néo-clérodane diterpénoides et
d’autres substances (Halimi, 2004 et Coll et al., 2008). L'activit¢ pharmacologique de cette
plante est due principalement a tous les flavonoides, et le polyphénol présent dans les feuilles
et les fruits (Diafat et al., 2016).

1.6. Toxicité

La consommation de I'ivette par des personnes normales ; n’aboutit pas a la réduction
de leurs glycémies, alors qu’elle a un effet hypoglycémiant chez les personnes diabétiques (El
Hilaly et al., 2004). Par voie orale, la DL50 est supérieure a 14g/kg PC tandis que celle de la
voie intra-péritonéale est d’environ 3.6g/kg PC. Quant au traitement chronique (jusqu’a 600
mg/Kg PC) n’occasionne aucun effet néfaste sur les paramétres biochimiques et
hématologiques. L’analyse histologiques des organes vitaux reflete des structures anatomo-
morphologiques normales (ElI Hilaly et al., 2007), les DL50 montrent que les flavonoides
d’Ajuga iva ne sont pas toxiques du fait de leurs valeurs élevées (3600 mg/kg pour les souris
et 4800 mg/kg pour les rats) (Bennaghmouch etal., 2001).
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Il. Stress oxydant

Radicaux libres, espéces réactives d’oxygene (ROS), stress oxydant et antioxydants,
deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels et méme pour le grand

public.
11.1. Définition

Le stress oxydatif, parfois appelé stress oxydant, se définit comme étant un
déséquilibre de la balance oxydants-antioxydants en faveur des oxydants (Atamer et al., 2008 ;
Barouki, 2006 ; Rioux, 2009) (Figure 02). Dans des conditions physiologiques, la production
des (ROS) est parfaitement maitrisée par les systémes de défense de notre organisme : la
balance antioxydants / pro-oxydants est en équilibre (Favier, 2006). Le stress oxydant résultera
d’une situation ou I’organisme ne contrdle plus la présence excessive de radicaux oxygénés
toxiques (Favier, 2003 ; Haleng et al., 2007), en raison d’une surproduction radicalaire causé
par le tabac, alcool, pollution, ...etc; ou d’une diminution des capacités antioxydants (
insuffisance d’apports des micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un
déséquilibre entre production des radicaux libres et systéme de défense est a I’origine d’un état
redox altére de la cellule appelé stress oxydatif (Bendif, 2017 ; Favier, 2003). Ce déséquilibre
entraine des dommages oxydatifs des différents composants cellulaires : protéines, lipides et
acides nucléiques provoquant la mort cellulaire (Belaich et Boujraf, 2016).

Le stress oxydatif se produit en raison d’un déséquilibre
quotidien et constant dans le corps entre les radicaux libres
et les antioxydants

- Antioxydants

+ Radicaux Libres

STRESS OXYDATIF

Figure 02 : Schéma montrant le stress oxydant, qui est un état de déséquilibre entre le
systéeme de défense par les antioxydants et la surproduction des radicaux libres (Belaich et
Boujraf, 2016).
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11.2. Les radicaux libres et les espéces réactives de I’oxygéne

La cellule est soumise a la production plus ou moins intense d’espéces atomiques
activées de I’oxygéne (Grandjean, 2005), regroupent les radicaux libres de I’oxygénes comme
I’anion superoxyde (O¢-), ou le radical hydroxyle (OHe) et certains dérivés oxygénés non
radicalaires dont la toxicité est importante et qui peuvent étre des précurseurs de radicaux tels
que le peroxyde d’hydrogéne (H,0.) ou I'oxygeéne singulet (*0,) (Morris et al., 1995 ; Favier,
2003 ; Zeghal et Sahnoun, 2013 ; Haleng et al., 2007 ; Favier, 2006).

Par définition, On appelle radical libre tout corps qui contient un ou plusieurs,
électrons libres (célibataires) le rendant tres réactif (Figure 03). Le deérive radicalaire, et donc le
danger potentiel qu’il représente du fait de I’'un électron célibataire, est trés instable et il va
réagir le plus rapidement possible avec 1’environnement pour se stabiliser (Leverve, 2009), Il
retrouvera sa stabilité en participant a des réactions chimiques dont la conséquence est
I'oxydation des lipides membranaires, I'oxydation des acides aminés composant les protéines et

I'oxydation des glucides composant les acides nucléiques (Tremellen, 2008 ; Rioux, 2009).

De facon générale, les radicaux libres contribuent au stress oxydatif par une série de
réactions en chaine. Soit en cédant 1’électron célibataire a un autre composé (oxydation), soit en
récupérant une (réduction). Dans tous les cas, le composé nouvellement agressé va se retrouver
a son tour déstabilisé avec un électron non apparié et, a son tour, il va chercher une victime.

Plus le composé est instable, plus il réagit vite et plus il est dangereux (Leverne, 2009).

Bien que les radicaux libres aient la capacité d'infliger des dommages irréversibles aux
macromolécules, ils ont un role essentiel a jouer dans certaines fonctions biologiques telles la
phagocytose, la régulation de la croissance cellulaire et des signaux intercellulaires et la
synthese d'importants composés organiques. Toutefois, en concentrations élevées, ils
deviennent hautement cytotoxiques en engendrant de sérieuses altérations aux cellules pouvant

mener a la mort cellulaire (Rioux, 2009 ; Zou et al., 2008).
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Figure 03: Les radicaux libres et les antioxydants (Anonyme 1).

11.3. Sources des espéces reactives de I’oxygene

Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi
nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de facon anormale la production des ROS

dans notre organisme (Haleng et al., 2007).
On distingue deux sources de radicaux libres (Figure 04)

e Endogénes : comme les réactions enzymatiques (la NAPPH-oxydase présente dans la
membrane plasmique de différentes cellules, notamment celles impliquées dans la réponse
inflammatoire (Leverve, 2009) ; lipoxygénase et la xanthine oxydase (enzyme dans le foie),
mitochondries, phagocytoses, peroxysomes, métaux de transition, exercice physique intense,
inflammation... (Barouki, 2006).

e Exogénes : comme la pollution, alcool, soleil, tabagisme, ozone et produits chimiques
(Barouki, 2006 ; Bendif, 2017), une large variété de xénobiotiques (toxines, pesticides,
herbicides, etc...) et médicaments (antibiotiques, anticancéreux, etc...) peuvent contribuer a la
production des ROS qui se forment comme un des produits de leur métabolisme (Valko et al.,
2007).
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Figure 04 : Origines des ROS (Barouki, 2006).

11.4. Roles physiologiques des ROS

A dose raisonnable, les ROS sont des éléments indispensables a la vie car ils
remplissent de nombreuses fonctions physiologiques au cours de la croissance ou de la défense
de I’organisme. La mort cellulaire programmée est I’une des principales fonctions déclenchées
par le stress oxydatif. Elle est considérée comme un phénomene naturel qui se produit pendant

le développement normal (Belaich, 2016).

La notion de régulation, et non d’inhibition totale, est importante, car I’avénement de
la biologie moléculaire et de la génomique a permis de montrer que les ROS, tout comme les
antioxydants, ont un role clé dans la régulation de ’apoptose (suicide programmé de cellules
évoluant vers un état cancéreux), dans I’expression de certains facteurs de transcription ou
comme modulateurs de I’expression de genes de structure codant pour les enzymes
antioxydants (Pincemail et al., 2001). Et font également partie intégrante de notre arsenal de
défense contre toute agression extérieure, infectieuse au niveau des cellules immunitaires ou

chimiques dans les hépatocytes (Favier, 2003).

L’inflammation est étroitement liée a un état d’oxydoréduction particulier comportant
une production de radicaux libres (Leverne, 2009). Donc Le rdle des ROS est tres complexe car
elles peuvent avoir un réle physiologique ou un effet toxique en fonction de leur concentration
(Haleng et al., 2007). L’organisme ne cherche donc pas a les détruire mais a contréler leur

niveau pour éviter le stress oxydant (Favier, 2003).
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I11.5.Dommages oxydatifs

De par leur caractere instable ou oxydant, les ROS interagiront avec toute une série de
substrats biologiques présents dans 1’environnement ou elles sont produites. Les ROS seront a
la base de dégats cellulaires importants en provoquant des mutations au sein de 1’acide
désoxyribonucléique (ADN), en inactivant des protéines ou encore en induisant des processus
de peroxydation lipidique au sein des acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire ou
des lipoprotéines, mais aussi des lésions secondaires dues au caractéres cytotoxiques et
mutagenes des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2003 ;
Barouki, 2006 ; Pincemail et al., 2001). Et peuvent engendrer une inhibition de la respiration
mitochondriale aboutissant & une chute de production d’ATP et une inactivation des canaux
calciques, une surcharge calcique intracellulaire accélérant la production des especes oxygénées
réactives, ce qui aboutit a une stimulation de la réaction inflammatoire et une pérennisation de
I’atteinte de I’intégrité endothéliale (Beaudeux et al., 2006) (Figure 05).

En effet, un stress oxydant dit « lIéger » entraine une prolifération cellulaire accrue, un
stress oxydant « moyen » provoque une apoptose cellulaire, un stress oxydant « fort » induit
une nécrose cellulaire et enfin un stress oxydant « majeur » est responsable de modifications
membranaires a I’origine de lyses cellulaires. De nombreuses autres anomalies biologiques sont
induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenese, malformation des feetus, dépot de
protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dép6t de lipides oxydes,
immunosuppression (Favier, 2003).
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Figure 05 : Lésions cellulaires induites par les radicaux libres (Anonyme 2).

11-6 Défense anti-oxydante

Sous le vocable «antioxydant”, on regroupe toute substance présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, qui est capable de retarder, prévenir,
neutraliser ou de réduire les dommages de 1’oxydation causés par les radicaux libres dans
I’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations non

cytotoxiques des ROS (Halliwell, 1999).

Pour se protéger des effets déléteres des ROS, 1’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydants. On distingue deux sources d’antioxydants : I’une est appor-
tée par I’alimentation sous forme de fruits et 1égumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique ; 1’autre est endogéne et se compose
d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine,
transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systemes de réparation des dommages oxydatifs
comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le
cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydants (Haleng et al., 2007 ;
Reimund., 2002 ). L’importance des dommages oxydatifs est étroitement liée a I’efficacité des

défenses anti-oxydatives (Zeghar et Sahnoun, 2013) (Figure 06).
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Figure 06: la balance d’équilibre entre les systéemes pro et antioxydants (Favier, 2006).

I1.7.Mode d’action d’un antioxydant

On peut envisager sous le titre d'« antioxydants » au sens large, I'ensemble des
molécules susceptibles d'inhiber directement la production, de limiter la propagation ou de
détruire les espéces actives de I'oxygéne. lls peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces
espéces, en les piégeant pour former un composé stable, en séquestrant le fer libre ou en
générant du glutathion (Favier, 2003 ; Halliwell, 1996).

Selon leur mode d’action, les antioxydants sont classés en deux catégories

e Systeme de défense primaire Ex : la catalase, le glutathion, ces antioxydants préviennent la
production des ROS en limitant la phase d’initiation des réactions d’oxydation, ils agissent
donc en prévention (Bendif, 2017).

e Systeme de défense secondaire Ex: les tocophérols, ces molécules sont dites «chain
breaking», elles réagissent avec les ROO° et / ou les R°, bloquant ainsi les réactions de
propagation. Ce type d’antioxydant permet d’éviter le passage de formes peu réactives (02-) a
tres réactives (OH®) (Bendif, 2017).
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11.8. Les antioxydants naturels et de synthese

Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Les antioxydants
naturels dont ’efficacité est la plus reconnue aussi bien dans I’industrie agroalimentaire que
pour la santé humaine sont les tocophérols, la vitamine C et les caroténoides. De nombreuses
études ont mis en évidence des composés antioxydants dans divers végétaux comme par
exemple le romarin, la cosse de riz, le the, la graine de sésame ou de colza, le gingembre, etc
(Bidié, 2011).

Les aminoacides et les peptides sont connus pour complexer les métaux. Mais on
admet que ce sont aussi des antioxydants par rupture de chaine. L’acide phytique et les
phytates sont connus pour leurs propriétés antioxydants dans les aliments & base de céréales.

Les phospholipides inhibent I’oxydation des lipides (Saito et Ishihara, 1997).

Les antioxydants non nutritionnels comprennent des produits naturels extraits de
plantes, utilisés tels quels ou aprés modifications chimiques, des produits extraits d'animaux
terrestres ou marins (enzymes ou protéines antioxydants), des produits de synthése limitant les
enzymes, chélatant le fer ou piégeant les radicaux (Favier, 2003). Le butylhydroxyanisole
(BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), les esters de I'acide gallique (gallate de propyle, gallate
d'octyle et gallate de dodécyle) sont des antioxydants synthétiques lipophiles. Le BHA et le
BHT sont les plus fréquemment utilisés. Ceux-ci sont principalement employés comme
conservateurs, a faible concentration, dans les produits cosmétiques et alimentaires afin de
protéger les lipides du rancissement. Néanmoins, leur utilisation reste controversée, les produits
de dégradation du BHA et du BHT étant suspectés d'étre cancérogenes .De plus, dans le
domaine alimentaire, des réactions d'hypersensibilité ont été recensées pour les gallates, le
BHA et le BHT. Enfin, des réactions allergiques (de type urticaire) ont été observées chez
certains sujets sensibles au BHA et BHT. A ce jour, aucun texte ne mentionne ni ne réglemente

I'utilisation de tels antioxydants (Zerargui, 2015).
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111.1. L’inflammation

111.1.1.Définition

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants,
vascularisés, a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de
maintenir son intégrité. L'inflammation est un processus habituellement bénéfique, son but
est de mobiliser le systeme immunitaire afin d'éliminer I'agent pathogene et de réparer les
lésions tissulaires (Hellal, 2007). Cette réponse est caractérisée traditionnellement par les 4
mots latins color, dolor, rubor et tumor signifiant : chaleur, rougeur, gonflement et douleur
qui caractérisent les différentes étapes de la réponse inflammatoire (Figure 07) (Russo-Marie
etal., 1998 ; Hamdan, 2010).

Quelle que soit la nature du facteur déclenchant, les manifestations de la réponse
inflammatoire seront les mémes mais avec des intensités et des durees variables. La réaction
inflammatoire peut étre aigué, voire suraigué ; se manifeste immédiatement apres I’ intrusion
des micro-organismes et dure jusqu’a 48 h environ. Elle est la réponse typique du systéme
immunitaire inné. Et peut aussi étre chronique et ainsi durer des semaines, voire des années.
(Zerbato, 2010). Parfois I'inflammation peut étre néfaste du fait de l'agressivité de l'agent
pathogéne, de sa persistance, du siége de I'inflammation, ou encore de régulation anormale du

processus inflammatoire (Hellal, 2007 ; Engler, 1995).

Blessure Inflammation

Douleur Chaleur
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Figure 07 : les signes cliniques de I’inflammation (Anonyme 3).
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111.1.2.Cause de ’inflammation

L'inflammation est une réponse physiologique complexe a des stimuli nocifs et a des
conditions telles que des agents pathogenes ou des molécules endogénes qui entrainent des
Iésions tissulaires et cellulaires (Viladomiu et al., 2016). On peut classer ces causes en deux

grands groupes (tableau I):

Tableau I : Les causes de I’inflammation (Diebold et al., 1995 ; Weill et Batteux, 2003).

Eléments physiques Eléments solides exogénes ou endogénes

La chaleur (brulure) ; Les pathogenes microbiens ;

Le froid (gelure) ; Le dard d’insecte ou des microcristaux ;

Les rayonnements ionisants. Des produits chimiques (acide, base,
toxique) ;

Des produits biologiques (toxine, produits de
dégradation tissulaire) ;
Des composés issus de la réaction

immunitaire (complexes immuns, anticorps

cytotoxiques et cytokines).

111.1.3. Cellules de I’inflammation
111.1.3.1. Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales, situées dans 1’endothélium des vaisseaux de petits et
moyens calibres, participent a de nombreux systemes de régulation dans ’organisme. Elles
participent en effet, a la jonction entre les cellules, au tonus vasculaire et a la vasomotricité,
au contréle de 1’équilibre fibrineux,... Dans I’inflammation, ces cellules jouent un role de

réparation par la production de protéines matricielles et de protéases (Hurtado et al., 2014).
111.1.3.2.Les monocytes et macrophages

Les monocytes, macrophages circulant et macrophages tissulaires, constituent la
phagocytose mononuclée. Phago- tenant son origine du grec phagein, signifie manger
(Boyaval, 2016). La phagocytose est en effet le mécanisme de défense utilisé par les
macrophages et phagocytes principalement afin de détruire une particule étrangére a

I’organisme. Le principe est I’englobement de la particule étrangeére comme si les cellules
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immunitaires la « mangeaient » et la digéraient. Les monocytes ont une durée de vie
relativement courte, de 24 heures environ. Les macrophages tissulaires, eux, vivent entre 2 et
4 mois. L’activation des macrophages a pour conséquence, la digestion du matériel phagocyté
dans sa plus grande partie, le reste étant pris en charge par les lymphocytes T, et la libération
de nombreux produits de sécrétion intervenant dans les mécanismes de I’inflammation

(enzymes, cytokines, radicaux libres,...) (Hurtado et al., 2014).
111.1.3.3. Les polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles ou (PNN), sont les premieres a étre sollicitées vers un
foyer infectieux ou inflammatoire. Passant par la circulation sanguine, leurs réle est de maintenir
I’homéostasie tissulaire en participant a 1’élimination de 1’agent pathogene (Van Gisbergen,
2005).

En cas de foyer inflammatoire, différents stimuli notamment des cytokines, sont libérés
afin de recruter un maximum de PNN du sang et des PNN mis en réserve dans un compartiment
médullaire. Aprés avoir joué leur réle au niveau du tissu enflammé, la aussi les PNN mourront
par apoptose. Il est toutefois a noter, qu’une activation excessive des PNN peut conduire a des
lésions tissulaires séveres, retrouvées dans la physiopathologie des maladies inflammatoires

chroniques (Hurtado et al., 2014).

111.1.3.4.Les autres cellules

D’autres cellules sont impliquées dans les mécanismes inflammatoires, telles que les
plaquettes, activées dés leur passage dans les vaisseaux ou siége une inflammation ; les
fibroblastes qui participent aux phénomenes de cicatrisation par la production de constituants
de la matrice cellulaire (collagéne, protéoglycanes, élastine,...) ; les polynucléaires
¢osinophiles favorisant I’inflammation ; les basophiles (cellules circulantes) et le mastocytes
(cellules tissulaires) synthétisent des médiateurs de I’inflammation ; les lymphocytes

intervenant dans les mécanismes d’immunité acquise (Boyaval, 2016).
111.1.4. Formes cliniques de I’inflammation

L’inflammation est considérée comme une mesure de protection prise par 1'organisme
pour éliminer les stimuli nuisibles et commencer le processus de réparation. Elle est classée
comme aigué ou chronique, selon qu'il sagit d'une réponse courte ou prolongeée,

respectivement (De Cassia Da Silveira E Sé et al., 2014).
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111.1.4.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de 1’organisme a un agent agresseur,
elle dure de quelques jours a quelques semaines et peut étre divisée en trois grandes phases ;
une phase vasculaire immédiate ; une phase cellulaire consécutive et une phase de résolution
et de cicatrisation (Weill et Batteux, 2003 ; Charles et al., 2010) (Figure 08).
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Figure 08 : La réaction inflammatoire au point de 1’infection (Anonyme 4).

111.1.4.2. L’Inflammation chronique

L’inflammation chronique est une inflammation prolongée, définie par la présence de
cellules immunitaires. Elle peut durer plusieurs semaines voire plusieurs années (lwalewa et
al., 2007 ; Charles et al.,, 2010). Dans [I’inflammation chronique, les phénomeénes
d’inflammation, de destruction tissulaire et de réparation coexistent tout au long de
I’évolution de I’inflammation, a la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigue.
Les tissus ne se régénerent pas correctement et un phénomeéne de cicatrisation pathologique
s’installe (Weill et Batteux, 2003).

111.1.5. Les médiateurs d’inflammation
111.1.5.1.Médiateurs solubles

Certains de ces mediateurs existent sous forme inactive, avant toute lésion tissulaire,
cette derniére ne faisant qu'activer ces molécules ; d'autres sont synthétisés ou libérés a partir

de différentes populations cellulaires. Leurs actions sont multiples, souvent redondantes et
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integrent les voies de la coagulation, de I'immunité innée, de I'nématopoiése et du systeme
nerveux (Duyckaerts, 2003 ; Charles et al., 2010).

Les protéases plasmatiques comprennent le complément (activation par la voie
classique ou par la voie alterne en fonction des stimuli, produisant des fragments
chimiotactiques tels que le C3a et le C5a), les quinines dont la cascade est initiée par
differentes lésions tissulaires exposant du collagene ou des membranes basales et permettent
d'activer le facteur XII, enfin des facteurs protéiques de coagulation et de fibrinolyse activant
également le facteur XII qui génére de la plasmine, elle-méme responsable de la production

de médiateurs inflammatoires (Henrotin et al, 2001).

111.1.5.2.Médiateurs cellulaires

Plusieurs types cellulaires interviennent dans la réaction inflammatoire. Les cellules
les plus importantes sont les (PNN) qui sont attirés au niveau des lésions tissulaires par la
présence des médiateurs précoces de l'inflammation (leucotrienes, C5a). Cette attraction
nécessite au prealable des interactions entre les cellules endothéliales et les neutrophiles qui,
en plusieurs étapes, établissent des contacts grace a des molécules d'adhésion (CD62L, CD11,

CD18) qui se lient a des protéines membranaires des cellules endothéliales (White, 1999).

Dans le site inflammatoire, ces polynucléaires neutrophiles s'activent et dégranulent,
en réponse a différents médiateurs solubles (C5a, leucotriénes, facteurs d'activation des
plaquettes, histamine), augmentent leur production d'enzymes oxydatives et leur capacité a
phagocytose sous I'effet des leucotrienes, de facteurs de croissance hémopoiétiques tels que le
G-CSF et le GM-CSF, du TNF et de I'Interleukine 8 (Raymondjean, 2007).

D'autres cellules sont attirées sur le site de I'inflammation et participent a la constitution
de l'infiltrat inflammatoire : les monocytes migrent et deviennent des macrophages activés
capables de phagocytose, de production de protéines antibactériennes et de médiateurs pro-
inflammatoires. Les éosinophiles sont également recrutés au site de I'inflammation aigué, en
particulier lorsque celle-ci est le fait d'une réaction allergique respiratoire, gastro-intestinale
ou cutanée. Les plaquettes contribuent au processus inflammatoire par la libération de
nombreux médiateurs incluant le fibrinogéne, le plasminogéne, des protéases plasmatiques
ainsi que de la sérotonine. Enfin, les lymphocytes B et T produisent les cytokines pro-
inflammatoires, initient la réponse immunitaire adaptative et contribuent a I'activation des

PNNs par la production d'immunoglobulines par les lymphocytes B (Iwalewa et al., 2007).
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111.1.6.Les pathologies inflammatoires

De nombreuses maladies inflammatoires sont liées a des mécanismes considérés
comme dysfonctionnement immunitaire. Ces affections récemment regroupées sous le terme
d'IMID (Immune Mediated Inflammatory Diseases) comprennent trois grandes entités
nosologiques : les maladies auto-immunes systémiques (non spécifiques d'organe) et
localisées (spécifiques d'organe), les maladies auto-inflammatoires, les affections
inflammatoires de mécanisme indéterminé dont le mécanisme n'est pas auto-immun (Sibilia,
2007).

Selon le lien de I’inflammation a la pathologie on peut classer les pathologies
inflammatoires en trois types (tableau I1) :

Tableau Il : Exemples de pathologies liées a I’inflammation (Nathan, 2002).

Désordres dans lesquelles le role pathogénique principal revient a I’inflammation

Asthme, polyarthrite rhumatoide, artériosclérose, arthrose, goutte, thyroidite d'Hashimoto,

maladie d’Alzheimer, lupus érythémateux disséminé, eczéma, maladie de Crohn.

Maladies d’origine infecticuse dans lesquelles I’inflammation contribue a la pathologie

Hépatite C, syndrome de sepsis, dysenterie bactérienne, tuberculose.

Maladies d’origines diverses dans lesquelles la fibrose post-inflammatoire est la cause

principale de la pathologie

Fibrose pulmonaire, Bilharziose, cirrhose hépatique poste virale ou alcoolique,

rejet d'allogreffe chronique.

111.1.7. Les anti-inflammatoires
111.1.7.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) regroupent un ensemble des molécules
présentant des propriétés anti inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques les plus connus
sont, l'aspirine ou l'ibuproféne, dont I'effet majeur une réduction de I'eedéme inflammatoire
(Malm et Borisch, 2015). Dans la majorité des cas, ces molécules sont utilisées pour lutter
contre une fiévre ou des douleurs diverses. Leur efficacité est liée a leur mécanisme d’action
principal qui est une inhibition de la cyclo-oxygénase (COX), enzyme responsable de la

biosynthése des prostaglandines et du thromboxane (Risser et al., 2009 ; Bacchi et al., 2012).
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En dépit d’'un mode d’action commun, certains AINS ont moins d’effets indésirables
que d’autres. Ces différences pourraient s’expliquer par des différences d’affinité pour les
deux principales isoformes de cyclo-oxygénases: la COX 1 et la COX 2. La COX 1 est
constitutive et participe a la formation physiologique des prostaglandines et de leurs dérivés.
Au contraire, la COX 2 est essentiellement une enzyme inductible, en dehors de rares tissus
comme 1’ovaire et certaines zones cérébrales ou elle est constitutive, apparaissant en
particulier lors de processus inflammatoires. Il serait donc théoriquement idéal, pour traiter
un phénomene inflammatoire, de bloquer sélectivement la COX 2, en évitant le blocage de la
COX 1 responsable en particulier de la gastrotoxicité des AINS (Lipsky et al., 2000 ; Risser
et al., 2009).

11.1.7.2.Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou glucocorticoides sont des dérivés synthétiques
des hormones naturelles, le cortisol et la cortisone, qui peuvent avoir un effet court,
I’exemple de prednisone, prednisolone, méthylprednisolone. Ou un effet intermédiaire ou
prolongé, exemple de bétaméthasone. Les glucocorticoides ont, comme les AINS, une action
inhibitrice de la synthése des prostaglandines. Cette action s’exerce principalement sur la
phospholipase A2, en amont du métabolisme de 1’acide arachidonique par la cyclo-oxygénase
(Barnes, 1998 ; Rhen et Cidlowski, 2005).

111.1.7.3. Anti-inflammatoires naturelles

La médecine traditionnelle est essentiellement basée sur [’utilisation des plantes
médicinales et aussi des remeédes d’origine animal méme s’ils sont beaucoup moins
nombreux que ceux qui sont d’origines végétal (Tchibozo et Motte-Florac, 2004 ; Sawadogo
et al., 2008). D’une part, les plantes anti-inflammatoires regroupent des espéces de diverses
familles dont les principes actifs sont responsables de I’activité anti-inflammatoire. On peut
citer comme exemples : le Zygophyllum goetulum (aaggaya) utilisé traditionnellement comme
anti inflammatoire anti-diabétique au Maroc (Khabbal et al., 2006). Et parmi les plantes de la
médecine traditionnelle chinoise, on trouve les extraits de Tripterygium wilfordii (Mandarin)
et de Siegesbeckia orientalis sp (herbe Saint-Paul) qui interviendraient dans 1’arthrite
rhumatoide par des effets anti-inflammatoire, immunostimulant et antirhumatismal (Babulka,
2007).

D’autre part, les traitements anti inflammatoires d’origine animale basée sur I’utilisation

des produits de telle et telle espece animale par exemple les produits et les sous-produits de
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crocodile (la peau: dorsale et ventrale), du museau, des pattes, des os, de la graisse, des
crottes, des dents, du foie, des poumons, du cceur, du pénis) ; qui sont utilisés en médecine
traditionnelle au nord du Bénin comme remédes pour guérir des maladies dont I’asthme,
I’hernie inguinale, I’ictére, la rougeole, le rhumatisme, 1’otite, le panaris, la douleur, etc.
(Kpéra et al., 2004), on trouve aussi le lait de chameau qui est utilisé traditionnellement en
Inde pour le traitement de la jaunisse, de la tuberculose, de I'asthme et de I'anémie (AL-
ashgar et al., 2015).

Cependant, la médecine traditionnelle comporte un certain nombre de risques : toxicité
et interaction avec les médicaments pharmacologiques. De ce fait, plusieurs études se sont

intéressées aux remedes traditionnels (Hmamouchi et al., 2012).

111.1.8. Relation entre le stress oxydatif et I'inflammation

Les ROS sont responsables de dénaturation et de dégradation de molécules
biologiques et sont impliquées dans les lésions tissulaires observés au cours des processus
inflammatoires. Elles sont produites au cours de divers processus biologiques par un grand
nombre de cellules et en particulier par les cellules phagocytaires, les polynucléaires
neutrophiles (PNN) et les macrophages (MO) ; ces cellules jouent un réle prépondérant dans
les mécanismes inflammatoires, dans la mesure ou ils sont la premiere ligne de défense
contre les agents infectieux. 11 semble donc que le stress oxydatif soit étroitement lié a
I'inflammation (Pasquier et al., 1995).

111.1.8.1. Formes réactives de I’oxygéne produites par les polynucléaires neutrophiles

Certains stimuli déclenchent une consommation d’oxygeéne et une production brutale
de formes réactives de 1’oxygeéne. Ce phénomeéne a été defini sous le terme d’« explosion
oxydative ». Ce mécanisme, lorsqu'il est contr6lé, est capital dans la lutte anti-infectieuse car
il permet la phagocytose des bactéries et des corps étrangers (Favier, 2003). L’oxygéne
consommé est converti enzymatiquement en anion superoxyde (O,.-) par le transfert
univalent de 2 électrons a partir du NADPH cellulaire provenant de la voie des hexoses
monophosphates. Cette réaction est catalysée par la NADPH oxydase. L’O; - est la source
des autres ROS : le peroxyde d’hydrogéne (H,O,), le radical hydroxyl OH. Hautement
toxique. Par ailleurs, la myéloperoxydase libérée a partir des granules azurophiles dans la
vacuole catalyse la transformation de H,O, en présence d’un halogéne tel CI en acide

hypochloreux (HOCI), composé voisin de I’eau de javel, hautement bactéricide.

Page| 21



Revue bibliographique Chapitre 111

D’autres réactions entre ces différentes ROS et leur environnement donnent naissance
a d’autres composés toxiques (singlet d’oxygéne, chloramines...). Les 1ésions biochimiques
créées par les ROS sont multiples, induisant des peroxydations lipidiques aboutissant a une
désorganisation membranaire, une atteinte protéique avec fragmentation, agrégation,
oxydation des groupements sulfhydryles, une atteinte des acides nucléiques avec cassure et
mutation de I’ADN. La production des ROS se fait sur la face interne de la membrane du
phagosome au contact de 1’agent pathogeéne phagocyté atteignant de hautes concentrations
dans ce milieu clos qu’est le phagosome. Les ROS produites par la face externe de la

membrane plasmique sont physiologiquement peu concentrées dans le milieu extracellulaire.

Cependant, produites de facon excessive ou inappropriée dans le milieu
extracellulaire elles peuvent participer a la survenue de Iésions tissulaires au niveau du site
inflammatoire (Hurtado, 2014). Si la production de ROS est trop importante et que les
systemes naturels d'épuration sont insuffisants, les cellules sont soumises a un stress oxydatif

qui entretient I'état inflammatoire (Pasquier, 1995 ; Hurtado, 2014).
111.1.8.2. Le stress oxydant est la cause ou la conséquence de I’inflammation

Dans certaines situations particuliéres, le stress oxydatif peut étre a 1’ origine d'une
réaction inflammatoire, et ceci dans le cas ou des ROS sont produites en exces, débordant
alors les systémes de protections enzymatiques et non enzymatiques. Les phénomeénes mis en
jeu dans le déclenchement d'un état inflammatoire sont complexes ; il semble que le stress
oxydatif soit impliqué du fait qu'un excés de ROS est a I’ origine des 1ésions cellulaires et

que ces 1ésions entrainent une stimulation des phagocytes se trouvant au site inflammatoire.

Cependant, le stress oxydatif est le plus souvent la conséquence de l'inflammation,
dans la mesure ou des médiateurs de l'inflammation activent directement les PNN et que
ceux-ci, libérant des ROS conduisent a des Iésions cellulaires en dégradant les molécules les

constituant.

Dans les deux cas, ces processus sont étroitement liés. Lorsque le processus
inflammatoire a commencé, quel que soit l'initiateur, la présence de ROS entretient I'état
inflammatoire et il semble parfois difficile de savoir quel a été le signal initial. Le stress
oxydatif est donc soit la cause, soit la conséquence de l'inflammation en fonction des
différentes situations et des différentes pathologies dont elle dépend (Pasquier, 1995) (figure
09).
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Processus

Stress oxydant inflammatoire

De synergie

Figure 09 : Le stress oxydant est la cause ou la conséquence de 1’inflammation
(Belaich, 2016).
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Partie expérimentale Matériel et
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Le travail expérimental, ayant pour objet I'étude de Dactivité antioxydant, anti-
inflammatoire de la plante médicinale « Ajuga iva », en utilisant la technique de I'inhibition de
I’hémolyse provoquée des globules rouges humains (HRBC) par une éventuelle stabilisation de
la membrane pour Tactivit¢ inflammatoire, et I'inhibition du radical DPPH comme test
d’activit¢ antioxydant. La partie expérimentale est réalisée au laboratoire de biochimie,

Université de Bouira.
. Matériel

I.1. Matériel Végétale
Notre étude a été portée sur la partie aérienne de la plante médicinale Ajugaiva.
1.1.1.0rigine géographique et récolte de la plante

L’espéce sélectionnée « A. iva » a été récoltée dans la région de Boukrem de la ville de
Lakhdaria dans la wilaya de Bouira (figure 11), durant la période de floraison (Awril, 2018),
dans son habitat naturel loin de toute pollution (figure 10).

Figure 10 : Photographie d’Ajuga iva et le lieu de sa récolte.
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Figure 11 : La carte géographique de la région de récolte (Anonyme 5).
La situation géographique de la région de récolte est représentée dans le tableau IlI.

Tableau 111 : Situation géographique de station de récolte (Anonyme 6).

Région Latitude Longitude Etage bioclimatique
Boukrem 36.5167 3.36667 Climat

méditerranéen  avec

été chaud

1.1.2.Lavage etséchage

Les parties aériennes d’Ajuga iva étaient bien nettoyées et lavées avec I’eau courante
afin de les débarrasser de toute poussiere et matieres étrangeres comme le sable, le sol et
d’autres impuretés, puis Séchées a une température ambiante dans un endroit aéré et a labri de

la lumiere (figure 12) et conservées par la suite dans un endroit sec et loin de la lumiére.
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Le séchage avait pour but d’obtenir une meilleure extraction ; uniformiser les taux

d’humidité résiduelle de nos échantillons et permettre un meilleur broyage.

1.1.3.Broyage

L’échantillon séché était réduit en poudre fine grace a un broyeur électrique
« IKA All Basic ». La poudre obtenue est conservée dans une boite en verre couverte avec du

papier aluminium a I'abri de la lumiére pour éviter la photo oxydation des substances actives

dans la poudre (Figure 13).

Figure 12 : Séchage d’Ajuga iva. Figure 13 : Poudre d’Ajuga iva.

I.2.Réactifs chimiques et matériel instrumentale
1.2.1.Produits chimiques

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans les expériences, parmi ces
produits : Le 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), I’Ethanol, I'ecau distillée, NaH2P04,
Na2HP04 et le NaCl.
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1.2.2.Matériel divers

Parmi Plappareillage utilisé : spectrophotométre (OPTIZEN 3220UV), Bain Marie
(NUVE BATH), Etuve (VENTICELL), Agitateur magnétique (LAB TECH), pH métre
(METTLER TOLEDO), Centrifugeuse (EZ SWING 3K), Balance de précision (OHAUS),
Ultrasons (SELECTA), Balance analytique (KERN).

Il. Méthodes
I1.1. Extraction assistée par ultrasons (UAE)

L’objectif de ce mode d’extraction consistait a extraire le maximum de molécules
chimiques contenues dans les parties aériennes de la plante en utilisant un solvant organique

qui accelerent I'extraction et augmentent son rendement.

» Principe

Les ultrasons sont des ondes vibrationnelles mécaniques de fréquence allant de 16 KHz
a 1 GHz pouvant se propager dans les solides, les liquides et les gaz. Dans un milieu liquide, la
propagation des ondes va générer des cycles successifs de compression (haute pression) et de
raréfaction (basse pression). Cette difference de pression va générer des mouvements
moléculaires au sein du milieu. Lors dun cycle de raréfaction la distance entre molécules est
augmentée et au-dessus d‘une certaine distance, dépendant de chaque milieu, des bulles de
cavitations vont se former. Ces bulles vont croitre pendant les phases de raréfaction et diminuer
pendant les phases de compression (Figure 14). La répétition de ces cycles va conduire a
Iimplosion des bulles de cavitation, libérant ainsi une grande quantité d‘énergie (Michel,
2011).
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Figure 14 : Représentation schématique de la croissance et de I'implosion d‘une

bulle de cavitation (Pétrier et al., 2008).

Lorsgue les bulles de cavitation sont formées a proximité d‘une surface elles deviennent
asymétriques, et l‘implosion qui en résulte produit des jets de liquide projetés a trés grande
vitesse vers la surface du solide, ainsi qu‘une augmentation locale de la température et de la
pression. Dans le cas d‘une matrice végétale, ces jets de liquides vont percer les parois végétales

et permettre ainsi la libération des molécules dans le milieu liquide (Michel, 2011).

L‘UAE est une technique peu onéreuse, utilisable avec n‘importe quel type de solvant
et simple a mettre en place. En effet, 1‘extraction peut étre réalisée de maniere trés simple en
utilisant un bain a ultra-sons (figure 15), ce qui par-ailleurs permet d‘effectuer plusieurs
extractions simultanément ou via une sonde ultrasonore combinée a un agitateur. De plus,
l‘effet mécanique des ultra-sons sur la matrice vegétale induit une meilleure pénétration du
solvant dans les cellules, ce qui améliore ainsi le transfert de masse et augmente le rendement
d‘extraction et la cinétique d‘extraction. Cependant une dispersion non homogene de la phase
solide peut contribuer a I‘atténuation des ondes ultrasons, et la zone qui subit les ultrasons est
alors restreinte a une zone localisée preés de I‘émetteur ce qui peut réduire le rendement

d‘extraction (Michel, 2011).

» Protocole expérimental
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L’extrait éthanolique d’Ajuga iva a eté préparé selon la méthode de Lei Wei et ses
collaborateurs (2014). La poudre de la plante obtenue a été mise a extraction par ultrasons
(SELECTA) dans un mélange éthanol/eau (7.5:2.5V/V) a un rapport de 10 ¢/100 ml pendant
40 minutes a température de 30°C. L’extrait hydro-alcoolique était récupéré dans un premier
temps apres filtration du mélange par un papier filtre. Le solvant a était ensuite éliminé du filtrat

par évaporation dans une étuve (VENTICELL) a une température optimale de 40° C.

Figure 15 : Le bain a ultra-sons (SELECTA).

» Calcul du rendement
Le pourcentage en extrait bruts sec éthanolique a été calculé par la formule suivante :

R(%) = (M /MO0) x 100
R (%) : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de I'extrait sec résultant.

MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

I1.2. Etude de P’activité anti-oxydante de I’extrait

11.2.1 Test de Pinhibition du radical DPPH
Pour évaluer lactivit¢ antioxydant, nous avons utilis¢é la méthode du DPPH (2.2-

diphényl-1-picrylhydrazyl) selon le protocole décrit Wu et ses collaborateurs (2008).

» Principe
Le Diphényle 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 diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété anti radicalaire,
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entrainant ainsi une décoloration (I'intensit¢ de la coloration est mversement proportionnelle a
la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons) (Sanchez-Moreno,
2002).

On peut résumer la réaction sous la forme de I’équation :

DPPH* + (AH) n — DPPH-H + (A*) n

Ou (AH) n représente un compose capable de céder un hydrogene au radical DPPH
(violet) pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune) (Figure 16). Ceci permet de

suivre la cinétiqgue de décoloration a 517 nm.

,@{;g u,.@g_.g

DPPH (radical libre). DPPH (radical capté).

Figure 16 : Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).
» Mode opératoire

Un millilitre de 0,1 mmol de la solution de DPPH a été mélangé avec 3 ml de diverses
concentrations d’extrait (25, 50, 100, 200, 400,800, et 1600 pg/ml) dissout dans I’éthanol. En

paralléle, un controle négatif est préparé en mélangeant 3 ml d’éthanol avec 1 ml de la solution
éthanolique de DPPH (figure 17).
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Figure 17 : Test au DPPH.

La lecture de I'absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration
a 517nm aprés 30 minutes d’incubation a I'obscurité et a température de 31°C, le contrble
posttif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; BHA dont ’absorbance a été

mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
» Expression des résultats

Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon I’équation suivante :

% d’activité¢ Anti-radicalaire= [(Al — A2) / Al] x 100

Al : absorbance du contrble (solution du DPPH sans extrait).
A2 : absorbance en présence d’extrait ou standard.
Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures obtenues
avec son écart type. Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur 1C50 qui est la
concentration de I'extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale du radical
DPPH (Samarth et al., 2008).

Les résultats peuvent étre aussi exprimés en puissance anti-radicalaire (Brandwilliams
et al., 1995).

ARP= 1/ 1C50

ARP : Puissance anti radicalaire.

Page | 31



Partie expérimentale Matériel et
méthodes

I1.3.Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire d’extraits éthanolique d’Ajuga iva
11.3.1.Préparation du tampon isotonique

La solution tampon contient 0,2 g de NaH2P04, 1,15 g de Na2HP04 et 9 g de NaCl dans
1 litre d'eau distillée (tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7,4).

11.3.2. Echantillons de sang humain

Des échantillons de sang frais (environ 3 ml) ont été récupérés dans des tubes
héparinisés, a partir du laboratoire d’analyses médicales de la polyclinique ABOU BAKR
BELKAID de la région de Bouira, ou les prises de sang ont été effectuées, sur des volontaires
(20-45 ans) n’ayant pas pris de médicaments anti-inflammatoires, durant les deux derniéres

semaines avant le prélevement.

11.3.3. Préparation de la suspension érythrocytaire

Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000 tr / min pendant 10 min,
Un volume de solution isotonique équivalente a celle du surnageant V= 140 Wl a été utilise pour
dissoudre le sang rouge pellets.

Le volume des culots de sang rouge dissous obtenus a été mesuré et reconstitué sous la
forme d'une suspension a 40% v / v avec la solution tampon isotonique (Vsang=1.2 ml,
Vtampon=1.8 ml). Les globules rouges reconstitués (surnageant resuspendu) ont éte utilisés tels
quels (Anosik et al., 2008).

11.3.4. Evaluation de la stabilisation de la membrane

Les effets de l'extrait d'Ajuga iva sur 'hémolyse des HRBC induit par la chaleur a été
évalué en utilisant la méthode de Anosike et al., (2008) avec quelques modifications.

o Hémolyse induite par la chaleur

Des échantillons de lextrait utilisé ont été dissous dans une solution tampon phosphate
isotonique. Un ensemble de 5 tubes a centrifugation contenant respectivement 5 ml de doses
graduées des extraits (100, 200, 400, 600 et 800 pg / ml) ont été disposés en quadruple (4 tubes
par dose). Deux ensembles de tubes témoins contenaient 5 ml du tampon et 5 ml de 200 pg /
ml d'indométhacine, respectivement. Une suspension de HRBC (0,1 ml) a été ajoutée a chacun

des tubes et melangée doucement. Une paire des tubes a été incubée a 54 ° C pendant 20 minutes
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dans un bain Marie. L'autre paire a été maintenue a -10 ° C dans un congélateur pendant 20
minutes. Ensuite, les tubes ont été centrifugés a3000 tr/min pendant 4 min minutes et la teneur
en hémoglobine du surnageant a été estimée en utilisant un spectrophotométre (OPTIZEN
3220UV) a 540 nm.

Le pourcentage d'inhibition de 'hémolyse par l'extrait a été calculé ainsi :
% Inhibition de 'hémolyse =1-((DO2-DO1)/ (DO3-DO1)) x100. Ol
OD1 = absorbance de l'échantillon testé non chauffe.
OD2 = absorbance de I'échantillon testé chauffé.
OD3 = absorbance de I'échantillon témoin chauffee.
I1.4. Analyse statistique

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne = écart-type. L’analyse statistique a été
effectuée, en utilisant le logiciel OriginPro 9.0.SR1 b76.
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Le présent travail porte sur I’évaluation de Pactivité antioxydant et anti-inflammatoire
de Textrait éthanolique de TI'ivette musquée Ajuga iva, une plante qui pousse dans la région de

Bouira et qui est utilisée par sa population pour ses vertus médicinaux.
I. Rendement d’extraction

Le rendement de TIextrait est défini comme étant le rapport de la quantit¢ de substance
Végétale extraite sur la quantité de matiere végétale utilisée. Le calcul des rendements permet
non seulement d’apprécier les extraits totaux issus des especes, mais également d’envisager la
quantit¢ d’organes a prélever en cas de besoin pour une éventuelle étude similaire ; ce qui,

rendrait I'utilisation rationnelle et donc durable des espéces visees.

Le tableau 1V présente le rendement d’extraction d’A. iva par la méthode d’ultrasons

en utilisant I’éthanol comme solvant d’extraction.

Tableau 1V. Rendement d’extraction (%) de la partic aérienne d’A. iva.

Masse en gramme du| Masse en gramme de I'extrait | Rendement exprimé en %.

matériel vegétal a traiter sec résultant

10 1.6 16 %

Le rendement trouvé avec lextrait éthanolique des feuilles d’Ajuga iva par ultrasons
est de 16%. D’autres travaux sur la méme espece montrant un rendement en extrait
éthanolique par macération de 6,43%. Par contre, I'extraction a I'eau et a température

d’ébullition a donné un taux élevé en extrait sec (25%) (Bougandoura et al., 2011).

La figure (18) montre une comparaison entre le rendement d’extraction de notre plante
par ultrasons avec le rendement obtenu par autre méthodes des travaux antérieure sur la méme

plante.
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RENDEMENT %

68,43%

B
ULTRASOMNS ETB MACERATION

Figure 18 : Rendement d’Ajuga iva extrait par differentes méthodes d’extractions
(Bougandoura, 2011).

Il a été démontré que pour I'extraction par les solvants a température élevée permet
d’obtenir des rendements plus élevés en extraits secs que lorsqu’ils sont obtenu a température
ambiante (Majhenic et al., 2007). Cependant, i reste I'extraction par ultrasons la meilleur
parmi ces techniques parce qu’elle réduire le temps d’extraction et la consommation
d’énergies durant Iextraction, de plus qu’elle fournit des principes actifs de hautes qualités

avec moins de dégradation thermiques (efficacité de rendement) (Cheni, 2016).

Une étude comparative du rendement d'extraction a été réalisée par Bendif et al.,
(2017) afin de tester les conditions optimales d'extraction d’Ajuga iva en utilisant des
méthodes d'extraction par fluide supercritique (SCE) et par fluide pressurisé (PLE) utilisant
l'application consécutive de solvants de polarité croissante comme lacétone, I'éthanol et l'eau.
Dans lesquels les extraits d'eau ont donné le rendement le plus élevé, tandis que Il'éthanol et
l'acétone ont donné des rendements plus faibles, Ces résultats ont montré que la polarité du
solvant est d'une grande importance. En fait, comme leau et I'éthanol sont des solvants

polaires, les composants polaires provenant de notre plante sont préférentiellement extraits.

D’aprés Bendif et al., (2017), les rendements d'extraction par fluide supercritique
(0.39%) étaient remarquablement plus faibles par rapport aux extraits par fluide pressurisé
EtOH (3.01%), Eau (23.58 %) en comparaison avec notre résultats I'extraction par ultrasons

avec I'éthanol (16%) est beaucoup plus mieux que celle de Bendif et al., (2017) pour Iextrait
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éthanolique (3.01%) est moins par rapport I'extrait aqueux (23.58%). Donc, le rendement

d'extraction d’A. iva est fortement influencé par la méthode et le solvant d'extraction.

En comparant nos résultats a ceux des travaux antérieurs trouvées par la méthodes de
macération, on les trouve meilleurs que ceux de Makni et al., (2013) et Elbrecht et al., (1996),
sur des extraits par du méthanol d’A. iva (2,52%, 13,84% respectivement), en accord avec
ceux de Roby et al., (2013), ou les résultats ont révélé que I'éthanol était de meilleur solvant
que les autres dans [lextraction des composés phénoligues de Thymus vulgaris, Salvia
officinalis et de Origanumm ajorana, et ceux de Rosmarinus officinalis et Origanum vulgare
(Hernandez-Hernandez et al., 2009).

Les rendements trouvés avec les extraits aqueux d’A.iva par macération d’aprés El
Hilaly et al., (2004) ; Taleb-Senouci et al.,(2009) ; Chenniet al.,(2007), sont de (25% p/p).
Autres résultats pour d'autres Lamiaceae tels que le thym (Thymus vulgaris) (14%), sauge
(Salvia officinalis) (18%) et marjolaine (Origanum majorana) (%15) (Roby et al., 2013),
(Thymus numidicus) (22,77 a 28,58%) (Ben el hadj ali et al., 2014).

D’apres les résultats obtenus, on constate que la méthode d’extraction et le type des

solvants utilisés jouent un role tres important dans les rendements des extraits.

L’effet des solvants sur le rendement d'extraction a été signalés dans de nombreuses
études (Hayouni et al., 2007; Ben El Hadj Ali et al., 2014). Clara et al., (2010) ont montré
que la polarit¢ du solvant a une grande importance, et par conséquent a la capacité de
solubiliser les constituants chimiques des échantillons. ainsi, la variation des rendements des
divers extraits peuvent étre attribués aux polarites des différents composes (Khiifi et al.,
2011).

D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante
a une autre de la méme famille mais également en fonction de technique d’extraction et des
parametres de I'extraction solide-liquide (la température, le solvant d’extraction, la taille des
particules et le coefficient de diffusion du solvant) (Lee et al., 2003).
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Il. Activité antioxydant de I’extrait éthanolique d’Ajuga iva

I1.1.Testau DPPH

Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte
durée, aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses

concentrations, a cet effet, il a été employé pour le criblage des activités anti-radicalaires des
extraits végétaux.

L’IC50 est mversement liée a la capacité antioxydant d'un composé, car elle exprime
la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus

la valeur d’IC50 est basse, plus l'activit¢ antioxydant d'un composé est grande.

L’activit¢ anti-radicalaire d’Ajuga iva in vitro a été évaluées par la mesure du taux de
DPPH+- aprés l'addition d’extrait d’A iva a différentes concentrations (Annexe 2 : Figure 3),
en comparaison avec le BHA (hydroxyanisolebutylé x 1,1-diméthyléthyl) -4-méthoxyphénol)
qui est une molécule de référence qui provoque la réduction et la décoloration du radical libre
diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) en lui donnant un hydrogéne pour former le
diphénylpicrylnydrazine (DPPH) (Annexe 2 : figure 4). Les résultats sont présentés dans les
figures (19,20) et 'annexe 2 (figure 1,2).
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Figure 19 : Activit¢ scavenger du DPPH++ de BHA a différentes concentrations.
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Figure 20 : Activit¢ scavenger du DPPH+- d’Ajuga iva a différentes concentrations.

Dans cette étude, les résultats ont montré que Iextrait éthanolique d’A. iva présentait
une activité¢ anti radicalaire dose dépendante, la plus élevée (71.47 %) a été observée a une
concentration de 800 pg/ml, alors que leffet le plus faible est de (38.2%) pour une
concentration de 50 (g /ml). Cependant, le pouvoir réducteur de I'extrait éthanolique d’A. iva
reste plus faible que celui de BHA. Cette difference peut s'expliquer par le fait que notre
extrait soit un extraits brute, donc renfermant d’autres composés non réducteurs que les

composes actifs, par contre la BHA est un standard pure.

D’aprés Messaoudi et al.,, (2012) La phase organique d’Ajuga iva montre Ieffet
inhibiteur de 64.46%, 17.15%, 17.04%, a des concentrations de : 190 pg/ml, 98 pg/ml et 49
wg/ml respectivement. Ainsi que 100 pg d'extraits de méthanol, d'eau et de chloroforme de A.
chamaepitys (famille de lamiacée) présentaient 77,8%, 79,6% et 62,6% de capacité de
piégeage de DPPH (Turkoglu et al., 2010), ces valeurs sont plus élevées par rapport a notre
extrait, Cependant I'extrait d’hexane de A. bracteosa s'est révélee étre de 17,8% a 300 pg / ml

(Rehman et al., 2015), cette valeur est plus faible en comparaison avec nos résultat.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit deux parametres :
Le calcul d’IC50 qui définit la concentration efficace du substrat qui cause la réduction de
50% du DPPH en solution, et ’ARP qui est la puissance anti radicalaire (tableau V).
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Tableau V : Activité anti-radicalaire d’extraits d’Ajuga ivaet du BHA.

IC50 (g/ml) APR
BHA 7.8+1.035 0.12+0.014
Ajugaiva 163.32£3.288 0.006£1.062

La détermination de l'activité antioxydant par le test au DPPH a révélé que I'extrait de
la partie aérienne d’Ajuga ivaa montré une IC50 de 163.32 (ug/ml) ; Le BHA a présenté une
IC50 de 7.8 £ pg/ml inferieur al’IC50 de notre extrait testé (Figure 21).

163.32

mEBHA

WAjuSa va

[C SO0{pg/ml)

Figure 21: La concentration d’extrait d’Ajuga iva et de BHA qui inhibent 50 % du radical

DPPH. Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD.

L’étude comparative montre que les valeurs d’IC50 de nos extraits éthanolique
correspondant a I'espéce d’Ajuga iva est inférieure a celles de I'extrait méthanolique de Salvia
pisidica 4.88 mg/ml (Ozkan et al., 2010 ) et d'A. Orientalis 0,4 mg /mL (Goger et al.,2015)
ainsi 'extrai aqueux de Coleus aromaticus Benth ( 210pg/ml ), Prasium majus L ( 0,56 mg /
ml) des especes de la méme famille des lamiacées rapporté par (kumaran et karunakaram et
al., 2006) et (Chaouche et al., 2013) respectivement .alors que, ces valeurs sont plus élevées
par rapport aux extrais méthanolique des autres espéces de la méme famille a savoir : Nepeta
flavida (Tep et al., 2007), Teucrium polium (Sharififar et al., 2009) , et Calamintha sylvatica
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(Lopez et al., 2007) avec des valeurs de 63.2ug/ml et 20.1pg/ml et de 58.44pg/ml
respectivement.

L’étude réalisée par Hariri et Ouis (2016) a montré que I'IC50 de [Dextrait
méthanolique d’A.iva, préparé par macération, récoltée & Mascara durant les mois Janvier,
Mars et Avril 2014, est de 'ordre de 512 pg/ml.

Celle réalisée par Khodja et al., (2014) faite a partir de I'extrait méthanolique d’A.iva,
préparé par macération, récoltée a Béjaia durant le mois de Mars 2008, a donné une IC50 de
168ug/ml.

D’aprés Medjeldi et al., (2018). L'activité antioxydant testée par la méthode DPPH a
montré une 1C50 de 0,43 £ 0,03 mg / mL des extraits de la partie aérienne d'Ajuga iva (L).

Les résultats ci-dessus montrent clairement que la valeur d’IC50 que nous avons
obtenus est inférieur par rapport aux études réalisées par Hariri et Ouis (2016), Medjeldi et
al., (2018) et en accord avec Khodja et al., (2014), donc A. iva possede un pouvoir
antioxydant puissant. Ce qui indique lefficacité de notre extrait et cela suggére que I'extrait

éthanolique est un bon donneur d'hydrogéne et contribue a la capacité antioxydant.

Des études phyto-chimiques sur A. iva ont révélé la présence de plusieurs flavonoides,
composés polyphénoliques, tanins, terpénes et stéroides (Houghton et Raman, 1998). Elle
contient aussi des ecdysones, iridoides, et d’autres substances comme I’ajugarine (Halimi,
2004). Plusieurs de ces composés sont connus pour posséder une puissante activité
antioxydant. Certains de ces constituants ont déja été isolés de cette plante (Ben Jannet et al.
1999). Par conséquent, l'activité antioxydant observée peut étre due a la présence simultanée
de ces constituants.

D’apres les résultats de lactivité antioxydant de I'extrait éthanolique d’Ajuga iva, on
déduit que les antioxydants contenus dans les extraits, notamment les composés phénoliques
et les flavonoides (El Hilaly et al., 2004 ; Halimi, 2004). Etaient capables de piéger les
radicaux libres et de réduire les oxydants.

L'activité antioxydant des composés phénoliqgues et des flavonoides dépend des
facteurs suivants : la réactivit¢ (agents donateurs d’H et des électrons), la stabilit¢ du radical

formé, la réactivité avec d'autres antioxydants (Barreiros et al., 2006).
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Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques qui sont
attribuées en partie aux proprietés anti-oxydantes. Ils sont susceptibles de réagir avec la

plupart des espéces réactives oxygénées (Fuhrman et al., 1995).

L’action anti-oxydante de ces phytonutriments ne s’exerce pas seulement par
I'nhibition et la désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation
d’enzymes oxydantes et par la chélation des traces des ions métalliques responsables de la

production des especes reactives oxygénées (Cotelle, 2000).

D’autres ¢tudes ont montré que les flavonoides sont de bons inhibiteurs d’enzymes
responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine oxydase qui est une
source biologique importante du radical superoxyde (Hanasaki et al., 1994; Cos et al., 1998).

Les tanns sont doué¢s d’un pouvor antioxydant. C’est ainsi que les tanins
hydrolysables inhibent la peroxydation des lipides et que les tanins condensés inhibent la
formation des superoxydes. Ces composés inhibent les activités enzymatiques de la
protéinekinase C, de la 5-lipoxygénase et de l'enzyme de conversion de I’angiotensine
(Bruneton, 1999).

Les polyphénols sont aussi capables de capturer les radicaux OH parce que ces
groupes de phénols sont d’excellents agents réducteurs. L’étude réalisée par Zhao et al., 2005
a rapporté que le verbascoside est capable d'inhiber la peroxydation lipidique par la chélation

des ions ferreux et le piégeage du radical hydroxyle.

En raison de la forte réactivitt¢ du groupe hydroxyle des composés phénoliques, les
radicaux sont rendus inactifs (Korkina et Afanas'ev, 1997). On croit genéralement que les
plantes qui ont plus de teneur en composés phénoliques présentent une bonne activité
antioxydant, pour étre precis, il existe une corrélation directe entre la teneur totale en phénol
et lactivitt antioxydant (Salazar et al., 2008). tout varie selon la structure et le degré
d'hydroxylation du cycle aromatique (Burda et Oleszek, 2001 ; Aruoma, 2002).

Il existe des preuves de plus en plus que les polyphénols peuvent protéger les
constituants cellulaires contre les dommages oxydatifs et, par conséquent, de limiter le risque
de divers maladies dégénératives associées au stress oxydatif (Lugman et Rizvi, 2006 ;
Pandey et Rizvi, 2009).
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I11. Activité Anti-inflammatoire in vitro

I11.1. Evaluation de Dl’effet des extraits éthanoliques des feuilles d’Ajuga iva sur la

stabilisation de la membrane des globules rouges

Afin d’évaluer I'effet anti-inflammatoire d’extrait éthanolique des feuilles d’Ajuga iva,
un test de stabilisation membranaire de globules rouges humains a été réalisé. Ce test consiste
a incuber une suspension de globules rouges humains a une température élevée, avec I'extrait
ou la molécule de référence (I'indométhacine comme anti-inflammatoire de référence). Les

résultats sont representés dans les figures (22 ,23) et 'annexe 2 (figure 5).
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Figure 22: Pourcentage d’inhibition d’hémolyse des globules rouge induit par
differentes concentrations d’extrait éthanolique d’Ajuga iva .Les valeurs représentent la
moyenne de trois essais = SD.
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Figure 23: Effet de lextrait éthanolique d’Ajuga iva et du standard Indométhacine a
200 pg/ml sur I'inhibition de I'hémolyse des globules rouges, induit par la chaleur.

D'aprés les données de la figure (22), l'extrait d’Ajuga iva a toutes les doses (100-800
png / ml) protége la membrane érythrocytaire humaine contre la lyse induite par la chaleur,
comme le montre le pourcentage élevé d'inhibition de I'hémolyse. Elle a montré [inhibition
maximale de 67 % a 800ug/ml. Ainsi, lactivité anti-inflammatoire des extraits dépend de la
concentration. Les pourcentages d'inhibition de lyse montrés par les doses d'extrait étaient
nférieurs a ceux obtenus pour 200 ug/ ml d'indométhacine (figure 23).

D’aprés Upadhyay et al ., (2012) lextrait éthanoligue d'Ajuga bracteosa famille de
Lamiaceae possedent des propriétés anti-inflammatoire significatives et prometteuses. L'étude
signifie  également que les constituants isolés (Ajugarin I, Lupuline A, Withaferin A,
Reptoside et 6- Deoxyharpagide) pourraient étre responsable, au moins en partie, de son
action anti-inflammatoire. L'étude Vérifie ['utilisation traditionnelle d'Ajuga bracteosa pour le

traitement de rhumatismes et d'autres troubles inflammatoires.

Au cours de linflammation, il existe des lyses de lysosomes qui libérent leurs enzymes
composants qui produisent une variété de troubles. Les anti-inflammatoires non steéroidiens
(AINS) exercent leurs effets bénéfiques en inhibant la libération d'enzymes lysosomales ou en
stabilisant les membranes lysosomales (Anosike et al., 2008).
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Comme les membranes des globules rouges humains sont semblables aux composants
de la membrane lysosomale (Anosike et al., 2008), linhibition de la lyse membranaire des
globules rouges a été prise comme mesure du mécanisme d'activité anti-inflammatoire de

l'extrait d'Ajuga iva.

Une lésion de la membrane des globules rouges rendra la cellule plus sensible aux
dommages secondaires dus a la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres
(Halliwell, 2005). La stabilisation membranaire conduit a la prévention des fuites de protéines
et de fluides sériques dans les tissus pendant une période de perméabilité accrue causée par

des médiateurs inflammatoires (Anosike et al., 2008).

L'extrait d'Ajuga iva a peut stabiliser la membrane des globules rouges en empéchant
la libération d'enzymes Iytiques et de médiateurs actifs de [linflammation. El Hilaly et al.,
(2004) ont montré que Ajuga iva est abondamment riche en flavonoides, alcaloides, stéroides

et terpénoides. Ces composés phytochimiques se trouvent dans diverses parties de la plante.

De nombreux rapports ont montré que les flavonoides végétaux possedent de
puissantes propriétés anti-inflammatoires et antioxydants (Middleton et Kandaswami, 1992 ;
Halliwell et al., 2005). Leurs activités anti-inflammatoires sont probablement dues a leur effet
inhibiteur sur les enzymes impliquées dans la production des médiateurs chimiques de

linflammation et du métabolisme de l'acide arachidonique (Anosike et al., 2008).

D’une autre part, les flavonoides sont connus par leur activité antioxydante grace a
leurs groupements hydroxyles fortement réactifs. lls exercent cette activité en provoquant
I'arrét de I'augmentation de la microviscosit¢ des membranes des érythrocytes, induite par la
peroxydation lipidique. En effet, ils peuvent réagir avec la plupart des radicaux libres,
susceptibles d’arracher un hydrogéne sur le groupement (C-H) situé entre les deux doubles
liaisons des acides gras polyinsaturés de la membrane, en piégeant, inactivant et stabilisant les
radicaux libres (radicaux hydroxyles (OHe), anions superoxydes (Oe¢) et radicaux
peroxylipidiques), formant ainsi des espéces radicalaires intermédiaires peu réactives. lls sont
également capables de chélater les ions métalliques (largués a partir de leurs protéines de
fixation ou de transport) qui peuvent renforcer les effets délétéres, par la production des
radicaux hydroxyles (OHe¢) (Ghedira, 2005 ; Chaudhuri etal., 2007 ; Mladénka et al., 2011).
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des molécules bioactives,
ayant montré leur efficacité dans le traitement de diverses pathologies, tout en prévenant
I’apparition des effets secondaires observés, lors de ’utilisation des médicaments de synthése

chimique.

Ajuga iva possede un pouvoir pharmacologique, dont les indications thérapeutiques
sont nombreuses. Le test de I’activité antioxydant in vitro montre que 1’extrait éthanolique
de la partie aérienne d’Ajuga iva possédes une activité antioxydante vis-a-vis le radical
DPPH ainsi L’activité anti-inflammatoire d’extrait a révélé une activité anti-hémolytique

importante. Ces résultats ont été comparés aux molécules de référence.

A I’issue de cette étude, il ressort que I’activité anti-hémolytique révélée par 1’extrait
éthanolique pourrait avoir un effet sur la stabilit¢ de la membrane lysosomale, qui est
semblable a celle des globules rouges, et pourrait empécher ainsi la sortie des constituants

lysosomaux au cours de I’inflammation.

La plante médicinale Ajuga iva est une source prometteuse d’agents antioxydants et
anti inflammatoires. Ce qui explique et confirme les utilisations de cette plante dans la
médecine traditionnelle. Mais cette étude reste préliminaire et il faut d’autres études
complémentaires approfondies qui se résument dans les points suivants : séparation,
identification et caractérisation des composés actifs par des méthodes fiables, et évaluation de
leur activité antioxydante et anti inflammatoire en utilisant différentes techniques. Cette
études pourrait aussi étre complétée par des analyses plus approfondies, une recherche plus
poussée de ses principes actifs, ainsi que tester d’autre activités biologiques pour valoriser

davantage cette espéce.
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Annexes

Annexe 1 : données brutes de I’activité antioxydant.
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Figurel : Activité scavenging de différentes concentrations d’Ajuga iva.
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Figure2 : Activité scavenging de différentes concentrations du standard BHA.

IC 50=X0+ (dx In (A1-A2)/(50-A2) -1)



Annexes

Annexe 2: résultats visuels des différentes activités évaluées de ’extrait d’A. iva.

Figure 3: image montre le changement de couleur du DPPH+e apres 1’addition a

différentes concentrations d’extrait d’Ajuga iva.

Figure 4 : Une image montre le changement de couleur du DPPH++ aprés 1’addition
a différentes concentrations de BHA.
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Figure 5: Pinhibition d’hémolyse des globules rouge induit par différentes

concentrations d’extrait éthanolique d’Ajuga iva.



Résumé

Le stress oxydant, cause de plusieurs maladies allant de I’inflammation au cancer, suscite la recherche de nouveaux
remedes antioxydants. Dans cette optique, nous avons tenté d’évaluer I’activité antioxydant et anti-inflammatoire de I’extrait
éthanolique de I’ivette musquée Ajuga iva, une plante qui pousse dans la région de Bouira et qui est utilisée par sa population
pour ses vertus médicinaux. Les propriétés antioxydants ont été testées avec le radical libre 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl
(DPPH). En outre, I’effet anti-inflammatoire a été étudié par le test de stabilité de la membrane du globule rouge in vitro. Les
résultats obtenus ont révélé une remarquable activité vis-a-vis du radical libore DPPH. Avec une IC50 de 163pug/ml. Par ailleurs,
pour le test de stabilisation de la membrane, I’effet protecteur de I’extrait éthanolique des feuilles d’Ajuga iva, contre
I’hémolyse des globules rouges, provoqué par la chaleur, s’est avéré trés intéressant avec un pourcentage maximale de
protection aux alentours de 67 %, a la concentration de 800ug / ml. Ces résultats démontrent que I’extrait d’Ajuga iva a des
effets antioxydants et anti-inflammatoire notables et peuvent, par conséquent, avoir des avantages en pharmacologie par
I’identification de constituants actifs de cet extrait et 1’évaluation de leurs propriétés in vivo reste objective pour les recherches

futures.

Mots clés : Ajuga iva, Activité antioxydant, DPPH, Inflammation, Anti-inflammatoire.

Abstract

Oxidative stress, which causes many diseases ranging from inflammation to cancer, leads to the search for new
antioxidant remedies. With this in mind, we have tried to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activity of the
ethanolic extract of Musky bugle Ajuga iva, a plant that grows in the Bouira region and is used by its population for its
medicinal properties. The antioxidant properties were tested with the free radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazy| (DPPH). In
addition, the antiinflammatory effect was studied by the stability test of the red cell membrane in vitro. The results obtained
proved to be a remarkable activity vis-a-vis the free radical DPPH. With an IC50 of 163 pg/ ml. M oreover, for the membrane
stabilization test, the protective effect of the ethanolic extract of the leaves of Ajuga iva, against the hemolysis of the red blood
cells, caused by the heat, proved to be very interesting with a maximum percentage of protection at around 67%, at a
concentration of 800 pg /ml. These results demonstrate that Ajuga iva extract has significant antioxidant and anti-inflammatory
effects and may, therefore, have clinical benefits. The identification of active constituents of this extract and the evaluation of
their properties in vivo remains objective for future research.

Key words: Ajuga iva, Antioxidant activity, DPPH, Inflammation, Anti-inflammatory .
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