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Résumé

Résumé :

L'armoise blanche (Artemisia herba-alba) est une plante médicinale et aromatique
largement utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne. Elle est reconnue pour ses
nombreuses propriétés biologiques, notamment ses effets anti-inflammatoires et antioxydants,

qui lui conférent une valeur thérapeutique majeure.

Notre étude s'est concentrée sur I'analyse phytochimique et I'évaluation des propriétés
anti-inflammatoires et antioxydantes des extraits d'armoise blanche. L'analyse phytochimique
a révéle la présence de plusieurs groupes de métabolites secondaires, tels que les flavonoides,

les polyphénols, les tannins et les terpenes, connus pour leurs bienfaits pour la santé

L'activité antioxydante a été évaluée a l'aide du test DPPH pour mesurer la capacité de
piégeage des radicaux libres et le pouvoir réducteur. Les résultats ont montré que l'extrait
méthanolique d'Artemisia herba-alba posséde une grande capacité a neutraliser les radicaux

libres en raison de sa richesse en composés phénoliques, avec une Ics, est de 0,03 mg/ml.

De plus, l'activité anti-inflammatoire, évaluée par l'inhibition de la dénaturation de
I'albumine de sérum bovin (BSA), a révélé une inhibition significative des processus
inflammatoires. L'extrait méthanolique d'Artemisia herba-alba peut ainsi agir comme un anti-
inflammatoire (=Icsy 0,41 mg/ml), ce qui indique que les composants bioactifs de lI'armoise

blanche pourraient aider a réduire les médiateurs responsables de I'inflammation.

Les résultats de cette étude confirment le potentiel thérapeutique de I'armoise blanche
en tant que source naturelle d'antioxydants et d'anti-inflammatoires, justifiant ainsi son
utilisation en médecine traditionnelle et son importance dans le développement de nouvelles

approches phytothérapeutiques.

Mots-clés : Armoise blanche ; Activité anti-inflammatoire ; Activité antioxydante



Abstract

Abstract :

White wormwood (Artemisia herba-alba) is a medicinal and aromatic plant widely
used in traditional Algerian medicine. It is recognized for its numerous biological properties,
particularly its anti-inflammatory and antioxidant effects, which give it significant therapeutic

value.

Our study focused on the phytochemical analysis and evaluation of the anti-inflammatory and
antioxidant properties of white wormwood extracts. The phytochemical analysis revealed the
presence of several groups of secondary metabolites, such as flavonoids, polyphenols, tannins,
and terpenes, known for their health benefits. Antioxidant activity was assessed using the
DPPH assay to measure free radical scavenging capacity and reducing power. The results
showed that the methanolic extract of Artemisia herba-alba possesses a high capacity to

neutralize free radicals due to its richness in phenolic compounds, with an ICs,0f 0.03 mg/ml.

Furthermore, the anti-inflammatory activity, assessed by the inhibition of bovine serum
albumin (BSA) denaturation, revealed a significant inhibition of inflammatory processes. The
methanolic extract of Artemisia herba-alba can thus act as an anti-inflammatory (ICs,= 0.41
mg/ml), indicating that the bioactive components of white wormwood could help reduce the

mediators responsible for inflammation.

The results of this study confirm the therapeutic potential of white wormwood as a natural
source of antioxidants and anti-inflammatories, thus justifying its use in traditional medicine

and its importance in the development of new phytotherapeutic approaches.

Keywords : White mugwort; Anti-inflammatory activity; Antioxidant activity
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Introduction

Introduction

Le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau concept,
celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne contrdle plus la
présence excessive des radicaux oxygénés toxiques. Actuellement, il est bien admis que
méme si un stress oxydant n'est pas une maladie en soi, il est potentiellement impliqué dans
de nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou associé a des complications lors de
leur évolution (Bouldjadj, 2009).

Le développement de nouveaux antioxydants d’une capacité antioxydante de
meilleure qualit¢ et de moindre toxicité s’avere indispensable pour lutter contre les
phénoménes d’oxydation. Dans ce but, ’investigation des plantes représente un potentiel
inestimable pour la découverte de nouvelles substances a caractére antioxydant, si 1’on
considére que ces plantes peuvent contenir des centaines, voire des milliers de métabolites
secondaires. Ces derniers représentés actuellement par 100.000 substances identifiées,
pourraient étre utilisés dans la prévention de certaines maladies ou pour une meilleure

conservation des aliments (Cowan, 1999).

Le genre Artemisia appartient & la famille des Astéracées, les espéces d’Artemisia
sont largement utilisées en médecine traditionnelle. Plus de 300 espéces de ce genre se
trouvent principalement dans les zones arides et semi-arides d’Europe, d’Amérique, d’Afrique
du Nord ainsi qu’en Asie (Nikolova et al., 2010).

Le choix de notre plante s’est basé sur leur utilisation fréquente dans nos traditions
locales culinaires et médicinales, afin de revaloriser et redécouvrir notre patrimoine national.
L ’Artemisia herba alba est utilisée pour traiter les troubles inflammatoires (rhume, toux,
bronchite, diarrhée), les maladies infectieuses (maladies de la peau, gale, syphilis) et autres
(diabete, névralgies) (Abu-Darwish et al., 2015). L’objectif de notre travail est la valorisation

des plantes aromatiques et médicinales de notre région

Les plantes médicinales sont considérées comme une source de matiére premiére
essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs

médicaments (Maurice, 1997).
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Le développement de nouveaux antioxydants d’une capacité antioxydant de meilleure
qualit¢ et de moindre toxicité s’avere indispensable pour lutter contre les phénomenes
d’oxydation. Dans ce but, I’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour
la découverte de nouvelles substances a caractére antioxydant, si 1’on considére que ces

plantes peuvent contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires.

Ces derniers représentés actuellement par 100.000 substances identifiées, pourraient
étre utilisés dans la prévention de certaines maladies ou pour une meilleure conservation des

aliments (Cowan, 1999).

Le choix de notre plante s’est basé sur leur utilisation fréquente dans nos traditions
locales culinaires et medicinales, afin de revaloriser et redécouvrir notre patrimoine national.
L’Artemisia herba alba est utilisée pour traiter les troubles inflammatoires (rhume, toux,
bronchite, diarrhée), les maladies infectieuses (maladies de la peau, gale, syphilis) et autres
(diabete, névralgies) (Abu-Darwish et al., 2015).

L’objectif de notre travail est la valorisation des plantes aromatiques et médicinales de

notre région.

La valorisation de la plante Artemisia herba alba englobe plusieurs aspects,
notamment le criblage phytochimique et 1’évaluation de ses activités biologiques in vitro et in

vivo (activités antioxydants et activité anti-inflammatoire).

Notre manuscrit s’articule autour de trois parties : La premicre partie, consacree a
I’étude bibliographique, est divisée en trois chapitres :

* Le premier est dédi¢ a une description botanique générale de I’espece étudiée

(Artemisia herba alba) et a ses répartitions géographiques.

* Le deuxieme chapitre donne un apergu sur les métabolites secondaires et leurs

modes d’action.

* Le troisieme chapitre donne quelques informations sur le stress oxydant.

(Antioxydants et anti-inflammatoire).

. Dans la deuxiéme partie, nous avons focalisé sur le matériel et les méthodes
utilisées dans notre travail. Notamment, les méthodes utilisées pour le criblage
phytochimique, I’extraction, le dosage colorimétrique (des polyphénols et des flavonoides),
les activités antioxydantes (pouvoir réducteur et DPPH) ainsi que [’activit¢ a anti-

inflammatoire).
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Les résultats et la discussion de chaque expérimentation de notre travail sont exposes
dans le deuxiéme chapitre de cette partie. Pour terminer, une conclusion générale sur

I’ensemble de cette ¢étude ainsi que des perspectives ont été  dégagees.



~

Chapitre 01 :
Geéneéralité Artemisia
herba-alba

~




Chapitre 01 : Géneralité Artemisia herba-alba L

1- Historique :

Connue depuis des millénaires, I’armoise herbe blanche a été décrite par I’historien grec
Xénophon, des le déebut du IV siecle. J.-C., dans les steppes de la Mésopotamie (francise,
2001). Elle a été repertoriée en 1779 par le botaniste espagnol graciojordanclaudio de Asso y
del Rio .c’est une plante essentiellement fourragére. Elle présente une odeur caractéristique

d’huile de thymol et un gout amer d’ou son caractére astringent (francise, 2001).

2- Definition :

Le genre Artemisia comprend des plantes médicinales importantes qui font actuellement
I'objet d'une attention phytochimique en raison de leur diversité biologique et chimique.
(Baba Aissa, 2000).

L’Artemisia est un genre tres vaste et tres diversifié, de la famille des Astemisia, il présente
plus de 300 espéces (Yaniv et al. 2011).

Selon (Vallés and McArthur., 2001), les déférentes especes du genre Artemisia sont
trouvées dans de nombreux écosystémes : Dans le désert (A. santolina,désert d’Ouzbékistan et
d’Iran) et les environnements humides (A. molinieri, sud de la France, A.cana ssp.
Bolanderi,oregon des Etats-unis) ;Dans les zones situées a peine plus haut que le niveau de la
mer (A. caerulescens,Marais salants marins européens) et les sommets des hautes montagnes ,
a préside 4000 m (A. melanolepinlran et A.pattersonii, Nord-Américain) ; certaines especes

sontrudérale (A. vulgaris).

L'absinthe I'armoise une place de choix et est largement consommée en Algérie. Les
steppes algériennes, ou l'armoise est omniprésente, couvrent une superficie d'environ 3
millions d'hectares. Ces steppes se situent principalement dans des régions arides et semi-
arides au climat froid, caractérisé par une pluviométrie annuelle moyenne de 100 a 300 mm
(Djebaili et al. 1989).

-Nom vernaculaire :

Plusieurs noms sont attribués a 1’armoise herba blanche, la principale appellation sont

indiqués dans le tableau ci-dessous (Quezel et santa, 1963).

Tableau 1 : principaux noms vernaculaire d'Artemisia herba alba (Belhattab R ,2014)
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Langue Nom
En Francais Armoise Blanche
En Arabe Chih
En Anglais Wormwood
Nom scientifique Artemisia herba alba

3- Classification :

Classification classique de Quesnel et santa :

Artemisia est le nom de genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque de la

chasse et herba-alba signifie herba blanche.

Y

Regne : plantae

Sous-regne : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Magnoliphyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Gampanulatae.
Famille : Asreraceae.
Sous-famille : Asteraceae.
Tribu : Anthemideae.
Sous-tribu : Artemisiinae.
Genre : Artemisia.

Sous-genre: Seriphidium

YV V V V V V V V V VYV V V V

Espéce : Artemisia Herba-alba (Dupont, 2004).
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4-Biologie de la plante :

Artemisia herba-alba est une plante ligneuse basse et toujours verte. Ses caractéristiques
morphologiques et physiologiques font d'elle une espéce bien adaptée aux conditions
climatiques arides. Le dimorphisme saisonnier de son feuillage lui permet de réduire la
surface transpirante et d'éviter ainsi les perte d'eau (Ourcival,1992) grace a son systéeme
racinaire trés dense a la surface ,I'Artemisia herba alba est capable de valoriser toute humidité
superficielle occasionnée par des petites pluies (Lefloc'he.,1989) Cette espéce est également
capable d'exploiter I'numidité du sol jusqu'a 50 cm de profondeur (Floret et al,1982) Chez les
plantes agées Artemisia herba alba la tige principale se divise en "branches"
physiologiquement indépendantes les unes des autres et susceptibles de mourir Sant sans

entrainer la mort de la plante Entiére (Evenari M et al, 1980)

La floraison de cette espéce débute le plus souvent en Juin mais les fleurs se développent
essentiellement a la fin de I'été Lors des années pluvieuses et dans les sols qui lui
conviennent, I'Artemisia herba alba présente une forte production de graines et un pouvoir de

régénération élevé (Nabli., 1989)

5-Reépartition géographique :

Le genre Artemisia comprend un nombre variable d’espéces (plus 300) rencontré dans la
partie nord du monde (Salido et al, 2004). L’armoise, herbe blanche, est largement répandue
depuis les iles de canaries et le Sud-est de I’Espagne jusqu’aux steppes d’Asie centrale (Iran,
Turkménistan, Ouzbékistan) et a travers 1’Afrique du nord, 1’Arabie et Proche-Orient En
Afrique du nord, cette espéce couvre d’immenses territoires évalués a plus de dix millions
d’hectares, son aire de réparation est limitée dans les hautes plaines steppiques algéro-

marocaines, en Tunisie et dans le Sahara centrale (Djebaili, 1982).
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Figure 01 : Aire de répartition de 1’armoise blanche dans le monde (Magdi et al, 2009).

En Algérie, la superficie occupée par cette espece est variable selon les auteurs. D’aprées
Celles (1980) in Ayad et al (2007), I’armoise blanche présente une vaste répartition

géographique couvrant environ 4 millions d’hectares.

Les steppes a armoise blanche par leur étendue, leur homogénéité et leur intérét pastoral,
Constituent les faciés actuels du sud oranais ou couvrant prés 30 des parcours. (Nedjraoui,
2004) Ces steppes couvrent 3 millions d’hectares (en aire potentielle). Ailleurs, I’armoise est

la Mieux représentée, formant un paysage végétal trés monotone (Djebaili et al, 1995).

Figure 02: Aire de répartition d’Artemisia herba-alba Asso en Algérie (Aidoud ,1988)
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6- Caracteristique botaniques :

6-1 Partie souterraine :

L’armoise blanche présente une racine principale, épaisse et ligneuse, bien distincte des
racines secondaires, qui s’enfoncent dans le sol comme un pivot. Le systéme racinaire a une
extension peu profonde avec un grand nombre de ramifications latérales particuliérement
abondantes entre 2a5 cm de profondeur mettant en relation cette forme de racine avec

I’existence d’un court calcaire superficiel.

Quand I’armoise se développe dans une région plus humide, ses racines pénétrent

profondément jusqu’a 40 a 50 cm et ne se ramifient qu’a cette profondeur. (pourrat 1974)

La biomasse racinaire diminue tres vite avec la profondeur et trés peu de racines sont

retrouvees a partir de 50 cm (Aidoud, 1983).
6-2 Partie aerienne :

6-2-1 La tige :

L’armoise présente une tige principale trés épaisse , rougeatre , qui se ramifie et se prolonge
par de nombreuses tiges de plus fines . chaque tige se distingue par une taille allant de 30 a 50
cm ( BENDAHOU ,1991).

6-2-2 Les feuille et rameaux :
Les feuilles sont courtes, blanches laineuses, et argentés elles sont tres petites et
entiéres, ce qui réduit considérablement la surface transpirante et permet ainsi a la plante de

résister a la sécheresse (Pourrat, 1974)

Le réceptacle est nu et la corolle est insérée trés obliquement sur ’ovaire (Besanger-

beauquesne et al. 1975 ;Quezel et santa,1963)

6-2-3 Capitules et fleurs :

Selon Quezel et Santa (1963) les capitules pauciflores en géneral, homogénes, a fleurs toutes
hermaphrodites, réceptacle nu ,corolle insérée tres obliquement sur I’ovaire. Les capitules
sessiles ou subsessiles, généralement 2-5 flores (8-12 fluores dans la variété Sahara (Negre,
1962)
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6-2-4 La graine :

Le fruit est un Akéne coiffés latéralement par le périanthe, oblong, glabre et lisse (Négre,
1962). La taille des graines ne dépasse pas 0.3 mm Au contact de I’eau la graine développe
une masse mucilagineuse qui lui permet de se fixer dans le sol (Kaul et Al-Mufti ,1974 in
Lahmar,2001).

7- Intérét utilisation d’Artemisia herba Alba :

7-1 Usage thérapeutique :

L ’Artemisia herba alba est trés utilisé en médecine traditionnelle, elle est utilisée pour :

Traiter les troubles inflammatoires (rhume, toux, bronchite, diarrhée),les maladies infectieuses

(maladies de la peau, gale, syphilis) et autre (diabete , névralgies)

Et lors d’un désordre gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi

utilisée en tant que reméde de I’inflammation du tractus gastro-intestinal

De loi le remede le plus fréquemment cité dans la bibliographie est 1’utilisation de /’Artemisia
herba alba dans le traitement du diabéte sucré. Plusieurs études scientifiques ont également

prouvées I’efficacité de I’armoise blanche

En tant qu’agent antidiabétique, antiparasitaire ,antibactérien, antiviral, antioxydant, anti
malarien, antipyrétique, antispasmodique et antihémorragique .D’autres études réalisées sur
certaines plantes médicinales algériennes, y compris A. Herba alba, montrent que ces plantes
possedent une forte activé antioxydant et une teneur élevée en composes phénoliques plus
importante que les plantes algériennes sont de forts piégeurs des radicaux libre et peuvent étre
considérés comme une bonne source d’antioxydants naturels a des fins médicinales et

commerciale. (Boudjelal.,2013).

7-2 Industriel :

Les extraits de ses huiles essentielles sont utilisés comme aromes, son intérét économique
c’est un paturage permanent de certaines zones désertiques, son odeur caractéristique la rend

trés prisée par le cheptel ovin. (Aidoud, 1984).

7-3 usages alimentaires :

En alimentation, 1’armoise blanche est considérée comme 1’ardme de certaines boissons

comme le thé ou le café .Néanmoins, son usage dans I’industrie alimentaire reste trés limité a

10
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cause de la toxicité de la béta thujone dont le taux ne doit pas dépasser 5mg KG
(Boudjelal.,2013)

8-Toxicité :
A forte dose, I’armoise est abortive, neurotoxique et hémorragique. La thuyoneconstitue la

substance toxique et bioactive dans 1’armoise et la forme la plus toxique est I’alpha_thuyone.

Elle a des effets convulsivantes (Aouadhi., 2010)

11
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1-Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires végétaux sont des molécules organiques possedent une
grande diversité structurales, ils n’appartiennent pas au métabolisme primaire, c’est-a-dire ne
sont pas directement impliquées dans la photosynthése, la respiration, la croissance et le
développement de la plante. Ce sont des outils tres importants a la vie des plantes, elles
les utilisent surtout contre les herbivores, les microbes (bactéries, champignons) et les virus
(Wink., 2010).

En général, les termes : composés secondaires, composés phytochimiques et facteurs
antinutritionnels sont été utilisées dans la littérature pour désigner ce groupe de composés
(Makkar.,2007) . lls sont divisés principalement en trois grandes familles: Les polyphénols,

les terpénes, les alcaloides (Mergheghem., 2009)

2-Définition :

Les polyphénols également dénommés composés phéenoliques sont des métabolites
secondaires trés largement répondues dans le régne végétal. Ils font partie de I’alimentation
humaine et animale, par exemple, I’homme consomme quotidiennement jusqu’a 10g de
composes phénoliques. Les variations en teneurs des composés phénoliques est souvent
considérables d’une espéce a l'autre et méme a l’intérieur de la méme espeéce. Les
polyphénols ont tous en commun un cycle aromatique (C6) portant un ou plusieurs groupes
hydroxyles, libre ou engagées dans une autre fonction chimique (éther méthylique, ester,
sucre....etc). (Barboni., 2006)

13
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Groupe hydroxyle »OH

Anneau

fll'UlllﬂTll]llﬁ‘ >

Groupe phenol

Figure 03: Structure chimique des composés phénoliques (Manallah., 2012)

Les différentes structures phénoliques sont souvent spécifiques de l’espéce, de la
famille botanique ou encore des conditions environnementales. Plusieurs études soulignent
une plus forte concentration en polyphénols des dicotylédones comparativement aux
graminées. Le mode de conservation de I’herbe et son degré de maturité influent fortement sur
la concentration de ses différents métabolites (Erlund.2004) Les principales sources

alimentaires des composés phénoliques sont les fruits et légumes (Bruneton .1993)

2
2
R

‘ \OH/

OH
Acide gallique

Tanins

Figure 04 : Exemples structurales de polyphénols (Mohammedi., 2014)

Les phénols sont anti-inflammatoires et antiseptiques on suppose que les plantes, en

les produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes phytophages. Les

14
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acides phénoliques, comme d’acide rosmarinique, sont fortement avoir des propriétés

antivirales et antimicrobiennes (Delporte et al 1999)

3-Classification des composes phénoliques :

Plus de 8000 composés phénoliques ont été isolés dans une grande variété de formes.
La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides
phenoliques simples vers les molécules les plus hautement polymérisés (tanins condensés)
(Crozier. 2006)

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en plusieurs catégories qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base, ensuite par le degré de
modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation etc.), enfin par les liaisons
possibles de ces molécules de bases avec d’autres molécules (glucides généralement). On
distingue les acides phénoliques (acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide
chlorogénique), les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols , les tanins,

les coumarines, les stilbenes et les quinones (Barboni. 2006)

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties de végétaux supérieurs: racinee
tiges, feuilles, fleurs, fruits (Havsteen . 2002)

Une classification de ces substances a été proposée par Harbone (1980). On peut
distinguer les différents classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre

d’atome constitutifs et d’autre part sur, la structure de squelette de base (Sun L et al 2011)
3-1-Principales classes des polyphénols :

3-1-1-Acides phénols simples :
Le terme acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique. Ces composés peuvent étre divisés en deux catégories : les

dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique. (Boros et al 2010)

3-1-1-1-Acides hydroxybenzoiques :
Ils sont des dérivés de I'acide benzoique et ont une structure générale de base de type

(C6-C1).1ls existent freqguemment sous forme d’esters ou de glucosides (Guignard. 2000)
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Acides hydroxycinnamiques
Ry == COOH
Ra

Figure 05 : Structure d’acide hydroxybenzoiques (Macheix et al 2005)

3-1-1-2-L’acide hydroxycinnamique :

Il représente une classe trés importante dont la structure de base est (C6-C3) dérivé de
celle d’acide cinnamique grace a des substitutions au niveau du cycle aromatique. (Psotova
et al 2003) lls entrent dans la composition de nombreux végétaux (surtout les fruits) et
existent sous forme d’esters hydrosolubles (acide caféique) ou insolubles, associés aux fibres

(acide feérulique) (Macheix et al 2005)

Acides hydroxybenzoiques
COOH
Ry Rs
Rz

Figure 06 : structure de 1’acide hydroxycinnamique (Barboni., 2006)
3-1-2-Composés phénoliques complexes :

3-1-2-1-Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composeés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Bouaka 2006) ils sont considérés comme des pigments quasiment
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles. A I’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme

d’hétérosides. (Havteen . 2002)
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Du point de vue structural, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de

molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées (Bruneton. 1993)
a) Structure et classification

Les flavonoides sont des deérivés benzo-y-pyranne (Skerget et al., 2005). Leur
structure de base est celle d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6),
constitué de deux noyaux aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un
hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C. De facon générale les flavonoides se trouvent
soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et
dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que le glucose, le thamnose, I’arabinose, ils peuvent

en outre étre des monomeres ou des oligoméres (Yao et al 2004)

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont: flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins
(Havsteen . 2002)

Figure 07 : Structure de base des flavonoides (chanvallon et al 1994)
b) Localisation et distribution:

Les flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal, ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des plantes. Les formes
hétérosidiques des flavonoides, s’accumulent dans les vacuoles et selon les espéces, elles se
concentrent dans 1’épiderme des feuilles ou se répartissent entre 1’épiderme et le mésophylle.

Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques (Bruneton .1999)
Les principales classes de flavonoides :

> Les favones et les flavonols :

17
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Les favones et les flavonols représentent la majorité des flavonoides connus, dans plus
de 90% des cas. Chez ces molécules le cycle A est substitué par deux hydroxyles phénoliques
en C-5 et en C-7.Ces hydroxyles peuvent étre libres ou éthérifiés, I’'un d’entre eux peut étre
engagé dans une liaison hétérosidique. D’autres substitutions peuvent intervenir avec des
fréquences variables: hydroxyles libres ou éthérifies en C-6 et/ou en C-8, isoprénylation ou
méthylation en C-6 ou en C-8, implication du C-6 et/ou C-8 dans une liaison carbone-carbone
avec un sucre. (Harborne. 2000)Le cycle B est substitué dans 80% des cas en C-4’, peut étre
disubstitué en C-3° et C-4’, ou moins fréquemment 3°,4°,5’-trisubstitué; ces substituants
peuvent étre des groupes hydroxyles (OH) comme ils peuvent étre des methoxyles (OCH3).
Les autres positions (C-2’et C-6") ne sont qu’exceptionnellement substituées.Les principales
flavones sont I’apéginine et la lutéoline, alors que les principaux flavonols sont la quercétine,

kaempférol, et la myricétine. (Bruneton, J. 2009)
> Les flavanones et les dihydroflavonols :

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de la double liaison C2-C3 et par la
présence de centres d’asymétrie. Les variations structurales sont de méme nature que celles
décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones
par I’hydroxylation de la position C-3. Ces flavonoides semblent un peu moins fréquents que

leurs homologues insaturés rassemblant les flavones et flavonols.

La principale flavanone est la naringénine, alors que la dihydroflavonols la plus rencontré est
la catéchine (Harbon, j 2000)

L=

FLAYASENE

Figure 08 : Structure de base Les flavanones (Bellebcir L, 2008)
> Les chalcones :

Les chalcones, dépourvues de I’hétérocycle central, sont caractérisées par la présence
d’un chainon tricarboné, cétonique, a, B-insaturé. Si les substitutions sur le noyau A sont le

plus souvent identiques a celle des autres flavonoides, le noyau B est assez fréeqguemment non
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substitué. Pour ce type de molécules, la numérotation des positions est différente des autres
flavonoides. Les chalcones les plus importants sont: la butéine et la phlorétine (Markham
1982)

.
L

CELIAT AL O F

Figure 09 : Structure de base Les chalcones (Calsamigla et al 2007).
» Les anthocyanidines

Les anthocyanidines sont toujours hydroxylés en position 3, elles se caractérisent par
I’absence du groupe hydroxyle a la position 4. Les anthocyanidines les plus abondants sont: la

pélargonidine, la cyanidine et la péonidine (Andersen 2010)

i
S
-

ANTHOCYANIINNE

Figure 10 : Structure de base Les anthocyanidines (KEBILIZ. 2016)

3-1-2-2-Les tanins :

Les tanins sont des composés polyphénoliques de poids moléculaire allant de 300 a
3000Da caractérises par leur astringence. lls peuvent contracter les tissus en liant les protéines
et en les précipitant, d’ou leur emploi pour «tanner» les peaux. Les tanins sont subdivisés en
deux groupes a savoir: les tanins hydrolysables; qui sont des oligo ou des poly-esters de
sucres (généralement le glucose) avec des acides phénoliques (acide gallique pour les
gallotanins; acide ellagique pour les ellagitanins) et peuvent étre dégradés par hydrolyse
chimique ou enzymatique et les tanins condensés (ou catechiques, non hydrolysables), qui
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sont constitués par des unités de flavane-3-ol liées entre elles par des liaisons carbone-
carbone. (Hurabeille. 1981)

Figure 11 : Structure de base Les tanins (Bruneton.,1999)

3-1-2-3-Les coumarines :

Les coumarines sont des composés phénoliques ayant un squelette de base en C6-C3
généralement hydroxylés en position 7, en 6, 7,8.les coumarines sont des composés
aromatique dérivant de 1’acide O-hydroxy-Z-cinamique, de méme que la coumarine elleméme
dérivé de I’acide ortho-coumarique. Constituer trois type : les furanocoumarines, les
pyranocoumarines et les hydroxycoumarines .Comme les autres composés phénoliques, les
coumarines se rencontrent dans la nature sous forme de combinaisons, qui sont des
hétérosides Quelques études attribuent a I’ombelliférone une activité bactériostatique d’ou son
utilisation autre fois dans le traitement de la brucellose en médicine vétérinaire (Bougaud
2006).
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Figure 12 : Structure de base Les coumarines (paris M et Hurabeielle ., 1981)
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3-1-2-4-Lignines :

Ces composés de haut poids molécules contribuent a former, avec la cellulose et les
dérivés hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeres
tridimensionnels résultant de la condensation (copolymeérisation) de trois alcools
phenylpropéniques. (Privas. 2013) La lignine peut étre définie comme étant les parties non
glucidiques de la membrane cellulaires des veégétaux. La composition de la lignine varie en
fonction de la plante dont elle est extraite et des conditions d'extraction. La lignine résulte de
la polymérisation d'un composé phénolique en C6-C3 de nature para-hydroxycinnamylique
qui serait essentiellement de I'alcool para-coumarylique et de ces dérivés méthoxyleés : I'alcool
coniférylique et l'alcool sinapylique. La lignine est le principal constituant du bois. Elle
présente de l'ordre de 20 a 30 % de carbone de la biomasse végétale. C'est le deuxieme
composé organique de la biosphére aprés la cellulose. C'est une source naturelle renouvelable
et abondante. La lignine se dépose entre les constituants polysaccharidiques des parois des
cellules végétales spécialisées dans les fonctions de soutien et de conduction. La
biodégradation de la lignine est possible par les enzymes ligninolytiques tels que la lignine

peroxydase (LiP) et la manganése peroxydase (Murry et al 1982)

OH HO

HO, OH

Figurel3 : Structure de base Les Lignines (Guignard et al 1998).

4. La Biosyntheése des polypheénols :

La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :

4.1. La voie de I’acide shikimique :

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement. Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques C6-C1

formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les
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flavonoides et tannins condensés. Aussi, il est intéressant de préciser que la tyrosine et la
phénylalanine dérivent de cette voie métabolique. En effet, ces deux acides aminés sont des

intermédiaires métaboliques entre 1’acide shikimique et 1’acide cinnamique. (Bruneton 1999)

4.2. La voie de ’acétate :

La voie de I’acétate conduit (origine de ces poly a des poly B-coesters (polyacétates) de
longueur variable, menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les
dihydroxy-1,8 anthraquinones ou les naphtoquinones. De plus, la diversité structurale des
composés polyphénoliques due a cette double origine biosynthétique, est encore accrue par la
possibilité d’une participation simultanée des deux voies (du shikimate et de l'acétate) dans

I’élaboration de composés d’origine mixte, comme les flavonoides (Kardasmani 1993).
5. ROle et intérét des composes phénoliques :

5.1. Chez les humains :

Le rble des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés antioxydante .Spécifiguement, on attribue aux flavonoides des propriétés
variées: veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, antiinflammatoire, analgésique,
antiallergique, antispasmodique, antibactérienne, hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou anti-
estrogénique. Ils sont également connus pour moduler 1“activité de plusieurs enzymes ou de
récepteurs cellulaires. Les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire et empéchent
I'agglutinement des plaquettes sanguines par conséquent, ils réduisent la coagulation du sang
et le rendent plus fluide. Ils limitent I'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte
contre les plaques d'athérome. Ils sont aussi anxiolytiques et protéges nos artéres contre

I'athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les arteres) (Crozier 2006).

5.2. Chez les végétaux :

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de la
plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les
insectes, résistance aux UV); soit directement dans la nature soit lors de la conservation apres
récolte de certains végétaux; dans les critéeres de qualité (couleur, astringence, amertume,

qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'nomme dans sa consommation des
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organes veégetaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en derivent par la
transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des
traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant
lesquels apparaissent fréeqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité
du produit fini (Bravo L. 1998 ).

6. Activités biologiques des polyphénols :

Les polyphénols disposent une extréme variété d’activités biologiques, le tableau cidessous

présente quelques propriétes :

Activités biologiques Exemples des polyphénols

Tanins, Acide phénoliques,
Antioxydant coumarine, Lignines.
Antimicrobienne Flavonoide (Hespéridine)
Anti-inflammatoire Acide phénoliques,

Flavonoides (myricétine)

polyphénols Antiseptique Acide phénoliques (phénol simple

Anti-radicalaire Acide phénolique.

Flavonoides.
Anti-cancéreux Stilbénes, Flavonoides (La Catéchine)

Tableau 02 : Quelques propriétés des polyphénols (Harborne 1998)
Les polyphénols possédent également diverse propriétés telle que (Crozier 2006) :

v Permettent aux végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets.
v" Certains d’entre eux jouent le role de phyto-alexines comme les iso-flavonol
(permettant de lutter contre les infections causées par les champignons, ou par les

bactéries).
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v' Protéger I'homme contre certaines maladies en raison de leurs nombreuses enzymes et

de leurs différentes propriétés biologiques.
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Chapitre 03 :Le stress oxydatif et I’inflammation

1-le stress oxydatif :
Définition :

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production excessive des espéeces réactives
de I’oxygeéne (ROS/ERO) et les défenses antioxydants de 1’organisme. Les ROS sont des
molécules produites naturellement par les cellules. A faible quantité, elles jouent un réle utile
dans le fonctionnement cellulaire. Cependant, leur exces provoque des dommages au niveau
des lipides, des protéines et de I’ADN. Pour se protéger, 1’organisme posséde des systeémes
antioxydants enzymatiques (SOD, catalase, GPx) et non enzymatiques (vitamine C, vitamine
E, glutathion). Lorsque les antioxydants deviennent insuffisants, un stress oxydatif apparait,

pouvant favoriser I’inflammation, le vieillissement cellulaire et plusieurs maladies chroniques.

(J,Liu X et al .2016)

Niveau
physiologique
Stress oxydatif J"ERO Mangue dERO

—e——————) 2|00 e

Antiloxydants

l Vitamine E

APX /GR / ‘Plutathion
Radical hydroxyle Catalase =
prpy

A_scorbate
Anion superoxyde POX 7/ PR);
Fre——— P =\

Caroténaoides
Peroxyde d’hydro SoD
SUSSETR ST

Oxygene singulet

Figure 14 : Balance radicaux libre /antioxydants (Pourrut Bertrand. 2008)

2- Radicaux libres :

Les radicaux libres sont des molécules trés réactives caractérisées par la présence d’un ou

plusieurs électrons non appariés au niveau de leur couche externe. (Halliwell., 2009)

Cette particularité les rend instables et les pousse a réagir rapidement

26



Chapitre 03 :Le stress oxydatif et I’inflammation

Il existe trois principales catégories de radicaux libres :

-Les Dérivés primaires de 1’oxygéne Les especes oxygénées EOA)) comme par exemple le
radical superoxyde (O2) et le radical hydroxyle (OH) .les EOA incluent des radicaux libre et
des composés réactifs oxydants non radicalaires (sans électrons libre dans leur couche
externe) comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) 1’acide hypochloreux (HOCI)
I’oxygénesingulet (0,).

-Les espéces azotées actives (EAA) : comme par exemple ’ion prexynitrite (ONOO),
le monoxyde d’azote (NO) (Mohammed. 2014)

-les Dérivés secondaires de I’oxygéne (espéce radicalaires) : radical peroxyl ROO,
radical alkoxyle RO (favier. 2013)

Lumigre UV oxydascs
1 I I
02 < 02 >
Oxygéne singulet Oxygéne Superoxyde 'eroxyde d"hydrogénes
Arginine Cycles redox dismutases myéloperoxidase
NADPH ox
mitochondrie
NO® 0Oy HOCI]
Fe3+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
ONOO » | OH"
peroxyrnitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de Kinases

Figure 15 : origine des différents radicaux libre oxygénés et espéces réactives de I’oxygéné

(Favier. 2003)
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3- espéces azotees actives (EAA) :

3-1 Monoxyde d’azote :
Le monoxyde d’azote est un agent vasodilatateur, il est synthétis¢ a partir de I’acide
aminé L-arginine dans les cellules endothéliales vasculaires par 1’enzyme nitrique oxyde

synthétase (NOS) selon la réaction suivante (Moncada S et al .1993)

L-Arginine + 0,+ NADPH — L-citrulline +NO~ + NADP*

3-2 Peroxynitrie (ONOO"™) :

Le peroxynitre (ONOO™) appartient un groupe des molécules dérivées du NO qui sont
appelées espéces réactives de 1’azote. Il est formé par une réaction chimique trés rapide entre
les deux radicaux.NO et I’anion superoxyde (03) (réaction de kochlin ramontox) (Francisco
Jetal. 2014)

NO +0; -» ONOO~
3-3 Dérivés secondaires de ’oxygéne

3-3-1 Radicaux alkyls R et peroxyl ROO:

Leur formation est le résultat de I’action oxydante d’OH ™~ Sur les chaines d’acides gras
polyinsaturés (RH). La réaction comprend deux étapes, la premiére réaction (1) correspond a
la perte d’hydrogene causée par un radical hydroxyle et la seconde (2) a la liaison de R~avec

une molécule d’oxygeéne
RH+OH~ - R~ + H,0 @
R ™+ 0, - ROO™ (2

Les radicaux alkyls sont a l’origine des processus d’oxydation en chaine et en

particulier de la peroxidation lipidique (Ibtissem. 2016)

4- Pro-oxydants environnementaux :

Les pro-oxydants environnementaux tels que les pesticides, les métaux lourds, la fumée de
cigarettes médicaments, par le rayonnement (radiation électromagnétique ionisante, lumiére

ultraviolette), ou lors d’un coup de chaleur (Bannamara Fatima zahra. 2017)
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Les radiations ionisantes :
H,0

{lonisation) » OH+H +e )
L (Radiolyse de leau
(excitation) L OH+H
La lumigre:
HO UV ,  20H (Photolyse)

i1

Figure 16 : formation les ROS par le rayonnement électromagnétique (Bannamara Fatima
zahra. 2017)

5- Role physiologique des espéces réactives :

La production de EOA et des ENA est permanente et physiologique, elle n’est pas limitée aux
conditions pathologiques, car ces especes réactives participent & de nombreuses fonctions
biologiques (koechlin-Ramonatxo Christelle. 2006)

Ces espéces reactive (05 ,H,0,, NO~,0NOO~, HOCI) participent aussi a la différenciation
cellulaire, I’apoptose, I’immunité et la défense contre les micro-organismes (Favier Alain.
2003) et la régulation de nombreux facteurs de transcription tels que ’AP-1 (Activateur
protein-1)et le HSF-1 (facteur de choc thermique-1) qui active des génes dits protecteurs pour
la cellule. Ces génes régulent I’expression de molécules de défense telles que les antioxydants
ou les HSP (protéine de choc thermique) qui contribuant aux processus de réparation et de
régénération cellulaire. Les EOA participeraient €galement a [’amélioration du captage
musculaire du glucose et a la reconstitution des stocks en glycogéne musculaire (koechlin-
Ramonatxo Christelle. 2006)

6- principales cibles biologiques de stress oxydant :
Les lipides :

L’initiation de la peroxydation lipidique est due a 1’attaque des acides gras par les
EOA, c’est une réaction en chaine qui est un exemple d’oxydation trés dangereux pour les
cellules provoqué par les dérivés de 1I’oxygene, en particulier les radicaux hydroxyles (OH) ou
peroxyles (ROO-), capables d’arracher un atome d’hydrogéne d’un groupe méthyléene(CH2),

laissant un électron non apparié sur 1’atome de carbone (Theron P. 2006)
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Peroxydation Lipidique induite par le radical ‘OH

I, Phase d'initiation

[ ]

Acide gras polyinsaturé Radical lipidique
(L) (L)
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Réorganisation
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° COOH

Diéne conjugué
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\/\/\F\/\ +0s +b Radical lipidique
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Diéne conjugué Radical peroxyl
(LOO)

II. Phase de terminaison
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OO + LOO' s LOOL + H,0
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!

Hydroperoxyde lipidique

Figure 17 : Peroxydation lipidique induite par le radical HO (Theron P. 2006)

L’autoxydation est une réaction directe de 1’oxygéne moléculaire avec des composés

organiques .dans le cas des acides gras insaturés, I’oxygene se fixe sur la double liaison pour

donner des hydroperoxydes. L’oxygéne peut exister sous une forme beaucoup plus réactive

correspondant a un état excité appelée oxygene singulet, et I’oxydation indirecte des acides

gras insaturés par302 (Cillard Josiane. Cillard pierre 2006)
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Lipide
1 O2 Initiation
‘OH, L0
Peroxyde LOOH Radiical alkyle

Radical peroxyle

Anti-oxydant .
LOO Terminaison

lipidique =
Propagation

LOOH LOOL, LL, Produits non radicalaires

Figure 18 : mécanisme de 1’autoxydation des acides gras par 1’oxygene triplet et I’oxygéne

singulet (Cillard Josiane. Cillard pierre 2006)

Elle a des conséquences multiples : L’attaque des lipides circulants aboutissant a la formation
des lipoprotéines de densité légére (LDL) oxydées qui captées par des macrophages,
formeront le dépdt lipidique de la plaque d’athérome des maladies plasmiques et une
augmentation de la charge négative de surface, et en perturbant les membranes des organites

cellulaires

Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines et
I’ADN .parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique, I’isoprostane, le
malondialdéhyle (MDA), les acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-
HNE) sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique, et le malondialdéhyle

(MDA), est un bon marqueur de la perxydation lipidique (Blandine G 2006)
-L’ADN :

Les attaques radicalaires de ’ADN peuvent étre classées en cinq catégories selon le type de

dommages causés (Mohamed., 2014) :

-L’oxydation des bases : par exemple, la base guanine est principalement touchée par les
phénoménes d’oxydation de I’ADN, la guanine va réagir avec le radical hydroxyle pour

former du 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OH-dG). Le 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine va
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alors s’apparier avec 1’adénine au lieu de la cytosine ce qui va induire des mutations au sein

de I’ADN (Florence., 2016).

-la formation de sites abasiques due a la rupture de la liaison N-glycosidique entre le

désoxyribose et la base azotée

-les pontages ADN-protéines : les radicaux libres peuvent agir indirectement en attaquant les
protéines qui sont en contact de I’ADN : histones, enzymes et facteurs de la réplication ou de
la transcription... les protéines oxydées réagissent alors avec I’ADN formant des pontages

ADN- protéines.

.Les coupures des brins résultant essentiellement d’une déshydrogénation du désoxyribose

(Mohamed., 2014)

la formation d’adduits due aux aldéhydes issus de la peroxydation lipidique en particulier le

4-hydroxy-2-nonénal (4-HNE) et la malondialdéhyde (MDA) (Marnett., 1999).

ADN
Cassurc simplc brin l'\,l\‘r\. A ) )‘- -{__\_\I,mtﬁnc
(CSB) (s 4/ iP
e N )
2.
Pontage intrabrin | S~

Modification d’une base

(oxydation, réarrangement,
adduits)

Site abasique "3&\ Cassure double brin (CDB)

(apyrimidique ou apurigue)

Y Lésions complexes et groupees.
\Po 3 Dommages multiples localisés (LMDS)

Figure 19 : les principaux dommages oxydatifs médiés a L’ADN par les ERO (Averbeck.,
2006)

-Les Glucides :
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Si la chimie I’attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée que celle
des autres macromolécules, il n’en demeure pas moins que les EOA attaquent les
mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage. Par ailleurs, le glucose
peut s’oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces métalliques, en
libérant des cétoaldéhydes H202 et HO-, qui entraineront la coupure de protéines ou leur
glycation par attachement du cétoaldéhyde, formant des produits de glycation avancée (ou
AGE pour advanced glycation end products). Ce phénomene de glycosoxydation est tres
important chez les diabétique et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur
rétine (Favier Alain. 2003)

-Les proteéines :

La toxicité des ROS s’exerce sur les protéines. Ces POS sont en effet capables de réagir avec
différents acides aminés des chaines de protéines, altérant également leur fonction (YVES.
2008). Les acides aminés des chaines de protéines, altérant également leur fonction
tryptophane) sont les plus sensibles a 1’oxydation. Par exemple, I’oxydation des groupements
thiols (-SH) peut donner lieu a la formation de pont disulfure entre deux résidus (Florence.
2016)

I’attaque radicalaire de ces acides aminés provoquera I’oxydation de certains résidus
entrainant des dommages irréparables comme des modifications fonctionnelles importantes

(perte d’activité enzymatique, non reconnaissance d’un ligand par un récepteur ...) (étienne.,
2016)
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Figure 20: Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apreés attaque radicalaire (favier. 2003)

7-Roéle pathologique du stress oxydant :

Le stress oxydant engendre des perturbations biologiques, la baisse de la fluidité des
membranes, les anomalies de récepteurs, la diminution de la sensibilit¢ a I’insuline, la
perturbation de I’'immunité cellulaire, la fibrose, les dépdts de lipides, I’affaiblissement

musculaire, la mort neuronale ou apparition de mutations (Favier Alain. 2003)

De nombreuses anomalies pathologiques sont également induites par le stress
oxydant : mutations, carcinogenése, malformations des feetus, dépdts de protéines anormales,
fibrose, formation d’auto-anticorps, dépdts de lipides oxydés, immunosuppression. Ces

conséquences donnée certain pathologies (Favier Alain. 2003). (Figure)
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Figure 21 : différent pathologie causée par les EOA (Pincemail J,Heusele C.Bonté F,Limet
R., Defraigne J.O 2001)
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7-1 Les antioxydants (Systéme de défense) :

7-1-1-Généralité :

Un antioxydant est une molécule assez stable pour faire donner un électron a un
radical libre rampant et le neutraliser, réduisant ainsi sa capacité a 1’endommager. Ces
antioxydants retardent ou inhibent les dommages cellulaires principalement par leur propriété
de piégeage des radicaux libre (V.Lobo et al. 2010)

7-1-2 -Classification des antioxydants :

7-1-2-1 Antioxydants endogénes :

a-Antioxydants enzymatiques :
-Super oxyde dismutase (SOD) :

Ce metallenzymes retrouvées dans toutes les cellules animales ou végétales. Leur
structure forme un puits hydrophobe au centre de enzyme qui ¢élimine ’anion superoxyde
(Yves. 2008), est une enzyme qui élimine I’anion superoxyde par une réaction de dismutation,
elle produit de I"oxygene et du peroxyde d’hydrogéne (Zelko et al. 2002) Il existe trois
grandes familles de superoxyde dismutase selon le cofacteur métallique : Cu /Zn (qui se lie a
la fois le cuivre et le zinc), Fe et types Mn (qui se lient soit du fer ou du manganese). Et enfin

le type Ni qui se lie nickel (Wuerges et al. 2004)
-Catalyse

La catalyse (CAT) est enzyme commune a presque tous les organismes vivant, qui sont
exposés a I’oxygene, ou elle catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogéne en eau et en
oxygene. (chelikani et al. 2004), le peroxyde d’hydrogéne est un sous-produit nocif de
nombreux processus métaboliques normaux : pour éviter tout dommage, il faut le transformer

rapidement en d’autres substances moins dangereuses (Gaetani G et al. 1996)
-Glutathion peroxydase (GPX) et réductase (GR) :

Les glutathions peroxydases et réductases sont localisées dans le cytosol et dans les
mitochondries. Le role de la glutathion peroxydase (GPX) est de réduire d’une part le
peroxyde d’hydrogéne en molécule d’eau, et d’autre part hydroperoxydes organiques (ROOH)
en alcools. Lors de cette réaction, qui demande I’intervention de deux molécules de glutathion

(GSH), Celles-ci se transforment en glutathion- disulfure (GSSH).
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H>O» + 2GSH » 2HNO +GSSG

ROOH + 2GSH ik

» ROH + H,O + GSSG

La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSH
Au cours de cette réaction, la glutathion réductase utilise un cofacteur, le NADPH : (Marfak.
2003)

GSSH + NADPH + H* 2GSH + NADP**

O Arginine
oxygene
] ﬂ e
anion 9upe12-oxyde > o SRRy
superoxyde d:\lnutuxcl CuZn |"_‘_:::- ‘ d’azote
[\upcroxydc dismutase |Mn :_:_'_’_‘_-_—_-
H-O: ONOOH
peroxyde d’hydrogéne pcrox:mtn_tc
glutathion peroxydase L""_-_—_- Fe —
[“ pe ’ ISc === Cu I sélénoprotéine Plse I
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¢ Fe r—-—":- .
{ thioredoxine peroxydase — rad.cal hs droxyle
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ADN oxydés Lipides oxydés Protéines oxydées

Figure 22 : Mode action des principaux systémes enzymatiques antioxydants de leur

cofacteur métallique (Favier. 2003)
b- Antioxydants nom enzymatiques :
-Glutathion réduit (GSH) :

Glutathion est un tripeptide (L y -glutamyl-L-cysteinyl-L-glycicine) qui comprennent un
groupe thiol (sulfhydryle). et un cofacteur de plusieurs enzymes détoxifiantes, il détoxifie

directement et réduire I’H,0,en ’anion superoxyde et le radical hydroxyle.

Le GSH est tres abondant dans tous les compartiments cellulaires et c’est le principal

antioxydant soluble. Le rapport GSH/GSSG est déterminant majeur du stress oxydatif, il a un
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role dans la conversion de vitamine C et E a leur formes actives. Et aussi protége les cellules
contre I’apoptose en interagissant avec les voies de signalisation pro-apoptotiques et anti-

apoptotique (Esra Birben et al 2012)
-L’acide urique :

Il s’agit d’un produit issu du catabolisme des bases puriques. L’acide urique, présent a
des concentrations beaucoup plus élevées que 1’acide ascorbique, apporte les deux tiers de la
capacité antioxydant du plasma. En cas de stress oxydant, la concentration de I’acide urique
augmente (Mohamed. 2014), car est un piégeur delO2, des radicaux peroxyles et hydroxyles
(RO; HO-), de I’0zone et de HCIO. La réaction de 1’acide urique avec ces ROS génére des
radicaux moins réactifs que HO- (Nadji. 2010)

c- Antioxydants exogéenes :
-vitamine c (acide ascorbique) :

L’acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble trouvé chez les animaux et les plantes.
Comme il ne peut pas étre synthétisé chez ’homme et doit étre obtenu a partir du régime,
(Smirnoff. 2011).1’acide ascorbique est un agent réducteur et peut réduire et neutraliser ainsi
ROS (Padayatty et al 2003), c’est-a- dire c’est un piégeur tres efficace des ions superoxydes
02~ , du peroxyde d’hydrogene H,0, des radicaux hydroxyles OH, et I’oxygéene singlet 10,
(Atti et Ikram. 2014). Il est aussi capable de recycler 1’ a-tocophérol de facon a agir en
synergie avec ce dernier dans la prévention de la peroxydation lipidique (F.Bennamarza.
2017)

-vitamine E (tocophérol) :

La vitamine E ou a —tocophérol(a-TOH) est un liposoluble est concentrée dans le site
interne hydrophobe de la membrane cellulaire et constitue la principale défense contre les
lésions membranaires induites par 1’oxydant. 1” @ -tocophérol est la forme la plus active de
vitamine E et le principal antioxydant lié a la membrane cellulaire (EsraBirben al. 2012), et
qui assure la protection des membrane contre 1’oxydation par des radicaux lipidiques
produites dans la réaction en chaine de la peroxydation lipidique (traber MG, Atkinson J.
2007)

-Les Caroténoides (B-caroténe) :
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Les caroténoides sont un groupe de composés phytochimiques qui sont responsables
de différentes couleurs des aliments, jouant un réle important dans la prévention des maladies

humaines et le maintien d’une bonne santé (Rao AV et Rao LG. 2007)

Le béta-caroténe est un précurseur du rétinal Vitamine A agir comme des antioxydants
dans plusieurs mécanismes comme(le S-caroténe inhibe I’activation de NFkB et affectent

¢galement I’apoptose des cellules) (Esra Birben et al. 2012).
-Polyphénols :

Les polyphénols tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines,
stibénes, les tanins et les anthocyanes sont des metabolites secondaires présents dans les

plantes qui servent de protection contre les stress oxydatif (Enrique et al. 2012)

Les polyphénols réduits d’un certain nombre de maladies chroniques, y compris le cancer, les
maladies cardiovasculaires (MCV) et les troubles neudégénératifs. Plutot que d’exercer des

effets antioxydants directs (David vauzour et al. 2010)
-Oligoéléments :

Certaines enzymes antioxydants requierent un oligoélément pour maintenir leur activé
catalytiqgue comme le zinc et /ou le cuivre pour la SOD, sélénium pour la GPx (Ibtisemm
Tolba. 2016)

p O (oxygeéne fondamental)

I Cl1 -MPO
‘/x SOD, Vit C
anion superoxyde o peroxyde™d "hydrogéne acide hypbchloreux

(eau de Javel)

(_atala.se 1 it C, flavonoldes,
o GSH
fmmne transferrin
gents chélateurs N
r ll(“(‘lll hydroxyle
- 4 lipoperoxydes
oxygéne “'"2""" acide urigue, Vit C, GSH

p —caroténe Vit E, Se-GPx, ubzqmnone

Figure 23 : Apercu des especes oxygénées activées (EOA) (Pincemail J.1998)
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7-2 Les anti-inflammatoires:

7-2-1 Généralités :

Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui antagonisent le processus
inflammatoires. A c6té des analgésiques antipyrétiques tels que 1’acide acétylsalicylique
(Aspirine) doués, a forte dose ou a doses continues, de propriétés anti-inflammatoires (Mohr
et al. 2001)

7-2-2 Anti-inflammatoires non stéroidiens :

a) Définition :

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) des glucocorticoides, regroupent
différant classe chimiques de synthése de structure non stéroidienne (Muster. 2005) ce sont
des médicaments symptomatiques capables de s’opposer au processus inflammatoire, quelle
qu’en soit la cause (Mécanisme, chimique, infectieuse, immunologique) et ils sont tres
efficaces pour la douleur et I’inflammation. En raison de leurs propriétés, cette classe
thérapeutique est 1’'une des plus utilisées dans le monde (4,5% de la consommation
médicamenteuse des pays industrialisé) (Taiba et al. 2017).cependant, ils sont connus pour de
multiples effet indésirables, notamment des saignements gastro-intestinaux, des effets

secondaires cardiovasculaires et néphrotoxiques (Wongrakpanich et al. 2018)
b) Mécanisme d’action :

Lorsque I’inflammation, les phospholipase A, sont alors activées transformant les
phospholipides membranaires en acide arachidonique qui sera métabolisé en prostaglandines
(PG) par la cyclo-oxygénase (COX) (Neant. 2017). Les anti-inflammatoires non stéroidien
agissent sur cette phase de I’inflammation en inhibition la cyclooxygénase et par conséquent
la synthése des prostaglandines. De cette inhibition enzymatique découlent des conséquences
bénéfiques ou indésirables un risque d’ulcére a I’estomac par inhibition de la synthése des
autres prostaglandines qui protégent la muqueuse gastrique. L ulcération gastroduodénale et
les saignements digestifs sont attribués essentiellement a I’inhibition de cyclo-oxygénases de

typel. Les AINS inhibant sélectivement la COX-2 ont une action anti-inflammatoire et
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antalgique a peu pres identique, aux posologies conseillées, a celle des non AINS sélectifs
mais entrainent moins de troubles digestifs (Heymonet. 2013)

[ Phospholipides membranaires I

Phospholipase A2

[7 Acnrde arilichndomqiuei ]

Stimulus Stimulus
physiologique inflammatoire
COX-1| constitutive - - COX-2 inductible
Estomac, rein, intestin, AINS Sites de l'inflammation
plaquettes, endothélium (macrophages, synoviocytes...)
PG
PGE2 PGI2 TxA2 Cytokines,
: inflamma- Protéases
estomac reins plaquettes autres
toires
Fonctions physiologiques: Inflammation
protection d'organes Douleur

Figure 24 : Mécanisme d’action et effets des anti-inflammatoires non stéroidiens

(Hilda et al. 2010)

c) Effet secondaire :

Les effet secondaires des ANIS peuvent étre le résultat de I’inhibition de la synthése des
prostaglandines ou bien déviation du métabolisme de 1’acide arachidonique vers une voie

autre que celle de la cyclo-oxygénase, notamment la voie de la lipo-oxygénase.
-Effet gastroduodénaux :

Les prostaglandines jouent un rdle important dans le muqueux gastrique augment la
production mucus, la perfusion sanguine gastrique et diminuent la production des radicaux
libre sauf en cas d’utilisation AINS a long terme ou se produits dyspepsie et ulceres

gastroduodénaux
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-Effet sur le rein :

Complication réno-vasculaires : cedémes par rétention hydro sodée, oligurie par Insuffisance

rénale aigue (Annick. 2018)
-Effets cutanés :

Dermatite exfoliatrice, syndromes de Stevens-Johnson et de Lyll. Les éruptions diverses,
I’urticaire, la photosensibilisation (Notamment avec le kétoproféne en application cutanée)

(Sivry. 2014)
-Effet Cardiovasculaires :

Résistance au traitement antihypertenseur, poussée hypertensive, insuffisance cardiaque
congestive, risque thrombotique artériel (En cas de prise prolongée ou a dose importante)
(Gungomer. 2015)

7-2-3 Les Anti-inflammatoires stéroidiens :
a) Définition :

Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS), os les glucocorticoides sont des dérives
synthétiques de la cortisone, naturellement sécrétée par les glandes surrénales. lls sont de
puissants anti-inflammatoires doués également de propriétés immuno-modulatrices et
antiallergiques (Heymonent. 2013).ils ont tous une activité hormonale sur les régulations
métabolique (glucidique, protidique, lipidique notamment) et ils entrainent la mise au repos
des surrénales par un mécanisme de freination hypothalamo-hypophysaire (Muster. 2005)

Contrairement aux Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), les glucocorticoides
sont capable d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire. Par leur action directe
sur les vaisseaux, ils diminuent des phénoménes vasculaires de I’inflammation. Par leur effet
antiprolifératif sur les histiocytes-macrophages de tous les types, les lymphocytes, les
plasmocytes, les fibroblastes et les polynucléaires neutrophiles, ils inhibent les phénomenes

cellulaires précoces et tardifs de I’inflammation (Muster. 2005)
b) Mécanisme d’action :

Les corticoides ont mécanisme d’action originaux qui sont essentiellement génomique

(Transcriptionnels) caractérisés par |’activation (Transactivation) ou D’inhibition (trans-

41



Chapitre 03 :Le stress oxydatif et I’inflammation

répression) de nombreux genes cibles (Makenza et Medjmedj. 2018).Ces actions s’exercent

dans de nombreuse cellules impliquées dans I’immuté innée (Muster. 2005)

Les glucocorticoides sont véhiculés par les protéines de transport que sont la
transcortine et 1’albumine. Ils traversent les membranes cellulaires par diffusion. Dans le
cytoplasme, ils se fixent sur un récepteur spécifique qui appartient a la superfamille des
récepteurs aux stéroides apres fixation du glucocorticoide, le complexe glucocorticoide-
récepteur migre vers le noyau et va agir directement sur I’ADN en se fixant sur des séquences
specifiques appelmées GRE (Glucocorticoide réponse élément), intervenant ainsi dans la
régulation (Activation ou inhibition) de la trades génes cibles (Heymonet. 2013). C’est ainsi
que sera stimulée la synthése d’une protéine, la lipocortine, qui inhibe la phospholipaseA,,
réduisant ainsi la libération d’acide arachidonique a partir des phospholipides membranaires
et donc la formation des médiateurs de I’inflammation, prostaglandines et leucotriénes. Les
glucocorticoides diminuent également la synthése d’une série de protéine importante pour les
phénomenes inflammatoires, par exemple : les interleukines et d’autres cytokines, la
phospholipase 4,, la cyclooxygénase 2 (Lullmann et al. 1996).les corticoides régulent aussi
les phénomenes d’activation et de survie cellulaire (Apoptose) expliquant leur efficacité

cytostatique dans certaines affections hématologiques malignes (Muster. 2005)
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Figure 25 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Heymonet. 2013)

c) Effet secondaires :

Lors d’une administration bréve, les glucocorticoides méme a doses élevées, ne

présentent pratiquement aucun effet secondaire.

Au cours d’une administration a long terme, ils entrainent une tendance a I’infection,

altération des processus de cicatrisation. L’activité glucocorticoide exagérée entraine :

-une augmentation de la néoglucogenese et de la libération de glucose. Sous I’action de
I’insuline, glucose est transformé en triglycérides (Dépdt adipeux : visage lunaire et
épaississement du tronc), et en cas d’augmentation insuffisante de la sécrétion d’insuline, on

observe un diabete stéroidien (Lullmann et al. 1996)
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-Une dégradation accrue des protéines avec atrophie des muscles squelettiques, ostéoporose,
trouble de la croissance chez I’enfant, atrophie cutanée. Les conséquences de 1’activité
minéralo-corticoide chez I’enfant, atrophie cutanée. Les conséquences de ’activité minéralo-
corticoide du cortisol sont la rétention d’eau et de sodium, 1’augmentation de la pression
artérielle, la formation d’cedémes, et la perte du potassium avec risque d’hypokaliémie

(Lullmann et al. 1996)

7-2-4 Anti-inflammatoires d’origine végétale :

Le nombre de composés phytochimiques trouve dans le régne végeétal est trés vaste, et
leur spectre d’activité est tout aussi grand. Certains de ces composéphytochimiques ont des
propriétés anti-inflammatoires. Grace a leur richesse en composés bioactifs tels que les
polyphénols, les flavonoides ou les terpénoides. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les
voies de la cyclooxygénase et lipoxygénase ainsi que par d’autres mécanismes (Heymonet.

2013)
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1.Matériel et Méthodes

1.1. Matériel végétal :

Notre étude portée sur Artemisia herba alba de la famille Astéraceae
a- La matiere végétale :
Artemisia herba alba
b-Conservation (séchage)

Les plantes espéces ont été nettoyées et conservée, a une temperature ambiante dans une

piece a I’abri de soleil puis elles ont ét¢ séchée et broyée
c- la poudre végétale (broyage)

Dans un mortier, on broie les parties aériennes de la plante jusqu’a 1’obtenir une poudre

presque fine

Figure 26 : la poudre de la plante Artemisia herba alba

1.2. Extraction des polyphénols

1.2.1. Préparation des extraits phénoliques

10 g de la poudre végétale de Artemisia herba alba ont mis a macération pendant 24
heures a température ambiante dans un mélange méthanol/eau (70:30, V/V) ou dans 100 mL

d’eau distillée. Aprés macération, le mélange est filtré sur papier Whatman. L’extraction est
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répétée plusieurs fois avec renouvellement du solvant afin d’optimiser le rendement

d’extraction. Le solvant est ensuite éliminé du filtrat.

Cette série d’extractions permet d’obtenir trois types d’extraits : aqueux, éthanolique et
méthanolique. Les extraits obtenus sont séchés puis conservés jusqu’a leur utilisation

ultérieure.
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Figure 27: les différentes étapes d’extraction (« A »- macération, « B »-filtration, «C » aspect

de I’extrait phénolique, « D » séchage)

Matériel

Macération 24

Méthanol/Eau (70/30) 1° Filtration

28MMe maceération

2emme Filtration
3emme macération

3emme Filtration

Evaporation des trois filtrats
Extrait Methanolique

Figure 28: protocole expérimentale d’extraction (Harborne 1998)

1.2.2. Rendement des extraits

Le calcul du rendement est définit comme étant le rapport entre
la masse de D’extrait obtenu et lamasse de matiere végétale a traiter

(Belyagoubi, 2006):

R = (m/ mg) x100

R : Rendement en extrait fixe en g/100g.

m : Quantité d'extrait récupéré en g.

mp : Quantité de la matiére végétale utilisée pour |'extraction exprimée en g

1.3. Dosage phytochimique
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1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique de
Folin-Ciocalteu selon la méthode décrite par (Wong et al. 2006).
Principe

La teneur totale en composés phénoliques est généralement déterminée par une
méthode colorimétrique utilisant un spectrophotometre UV-Visible, basée sur le réactif de
Folin-Ciocalteu. Cette méthode repose sur la réduction du complexe phosphomolybdique-
phosphotungstique du réactif de Folin en milieu alcalin, conduisant a la formation d’un

complexe bleu dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en polyphénols présents

dans 1’échantillon (Wong et al., 2006).

Figure 29 : Folin-Ciocalteu

Mode opératoire :

Deux cents microlitres (200 pL) de chaque extrait dissous dans le méthanol ont été ajoutés
a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué dix fois. Aprés homogénéisation, le mélange a été

incubé pendant 5 minutes a 25 °C.

Aprés I’incubation, 800 uL d’une solution de carbonate de sodium (Na, CO3z ) a 7,5 %
(p/v) ont été ajoutés dans les tubes. Le mélange final a ensuite été agité puis incubé pendant 2
heures a température ambiante, a I’obscurité. L’absorbance des différents extraits a été
mesurée a 760 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Expression des résultats
La concentration des polyphénols totaux a été déterminée a partir de I’équation de

régression de la courbe d’étalonnage réalisée avec l’acide gallique comme standard de
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référence (5-200 pg/mL). Les résultats ont été exprimés en microgrammes d’équivalents

d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg).

Figure 30 : acide-gallique

1.4. Evaluation de I’activité antioxydante :

1.41. Test de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl)
Principe :

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable de couleur
violette, présentant un maximum d’absorbance a 517-518 nm. En présence de composés
possédant une activité anti radicalaire, le radical DPPH est réduit et sa couleur vire
progressivement du violet au jaune, ce qui permet d’évaluer le pouvoir antioxydant des

extraits etudies. (Figure 31)

NO, NO>
® H

ON N—N ON N—N
NO, NO>
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Diphényle 1Picrylhydrazyle DiphenylelPicrylhdrazyle
(Radical libre) (Radical réduit)
Figure 31 : forme libre et réduit du 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Molyneux,
2004)

Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui

est proportionnelle au pouvoir anti radicalaire de 1’¢chantillon.

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH.

* Méthode :

v Préparation des dilutions des extraits végétaux :

Y
N

200mgd’extrait/10ml de méthanol

»
»

e~ 1

L’extrait végétal méthanolique

1 ml de I'extrait

AL AAL SAL S SO SOHAL S SO

N N N N N N N
2ml
de

| Lextr 4 — > _— —_— —_ —1

ait

~_— - = - 7

Figure 32: la préparation des dilutions successives de I’extrait méthanoique pour le test

DPPH (Molyneux, 2004)

Remarque : en fait les mémes étapes pour la préparation des dilutions des témoins.
v Préparation des essais :
Un volume de 750 pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajoute a 1.5ml

de la solution méthanolique du DPPH (0.024¢/1) fraichement préparée. Le controle négatif
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est préparé en parallele en mélangeant 750ul de méthanol avec 1.5 ml d’une solution
méthanolique de DPPH.

Apres incubation a I’obscurité pendant 30 min et a température ambiante, la lecture
des absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotométre, contre un blanc
pour chaque concentration qui contient 750ul de 1’extrait et 1.5 ml de méthanol.

Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon 1’équation suivante :

[(AL - A2) / A1] x 100

Al : représente 1’absorbance du contrdle sans extrait

A2 : représente I’absorbance aprés I’addition de I’extrait

v' Calcule de concentration inhibitrice a 50% « I1Cs »
La concentration inhibitrice a 50% (I1Csp) permet de calculer la concentration de 1’échantillon
testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH. Elle est calculée graphiquement par la
régression linéaire des graphes tracée des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentration des fractions en utilisant le logiciel sigma-plot [(Bertoncej et coll., 2007) ;
(Marxen et coll., 2007) ; (Fabri et coll., 2009) ; (Scherer et Godoy, 2009).

1.5 Dosage des flavonoides :

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
adaptée par Dewantoet al (2002). Une quantité de500uldesolutionméthanoliquedecatéchine a
différentes concentrations ou de I’extrait méthanolique dilués est ajoutée a 1500 pl de
I’eau distillée. Au temps zéro, 150 pl de nitrite de sodium (NaNO2) a 5 % est ajouté au
mélange. Apres5 min, 150 pl de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10%(m/v) est rajouté.
Apres I’incubation de 6 min a la température ambiante, 500 ul d’hydroxyde de sodium
(NaOH) (1 M) est additionné.

Immédiatement, le mélange est completement agité .L'absorbance de la solutionne couleur
rosatre est mesurée a 510 nm contre le blanc. La teneur en flavonoides totaux des extraits
des plantes médicinales est exprimée en milligramme(mg) équivalents de catéchine par

gramme (g) du poids de la matiére seche (EC)/g) . Chaque échantillon est répété trois fois.
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1mL de chaque 1mL solution
extrais ou standard d'AlICI=2

-

Tubes a essai

meélanger et incuber
a une température
ambianteet a
l'obscurité pendant
60 min

|
T

Lecture des DO a 430 nm

Figure 33: Schéma récapitulatif du protocole de dosage des flavonoides. (Chang et al.
2002)

1.6..Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire in-vitro :

-Test de la dénaturation thermique des protéines :

-Préparations des solutions

Préparation duTris-HCI0.05MpH: 6,6

1g est dissous dans 200 ml de I’cau distillée. Le pH est par la suite ajusté a 6,6 avec ’HCL.
Préparation des blancs :

Pour chaque concentration d’extrait de plante un blanc extrait est préparé dans le quel 1ml
d’extrait est ajouté a 1 ml de Tris-HCL (Ce blanc a pour but de soustraire I’absorbance de

I’extrait des résultats obtenus).
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un blanc BSA contenant 1 ml de la solution de BSA ajouté a 1 ml du solvant utilisé pour les
extraits (le résultat obtenu correspond a la dénaturation totale du BSA en absence de

substance inhibitrice)

Préparation de la solution BSA0,2%

0,2gde BSA estdissoutedans100 ml de tampon Tris-HCL
Préparation des extraits
Préparerunesolutionméredel0mg/ml de chaque extrait
Préparation du standard

Préparerunesolutionmérede4 mg/ml de Diclofénacsodique
-Mode opératoire

1mldechaque concentration d’extrait ou dustandardaétéajoutéal ml de solution de BSA 0.2%
préparé dans le Tris HCL pH : 6,6 Lemélangeestensuiteincubéa37Ce°pendantl5min.Puis dans
un bain marie a 72 °C pendant 5 min. A la fin de I’incubation, le mélange est refroidi
rapidement, puis son absorbance est mesurée a 660 nm dans un spectrophotomeétre a cuve.
Dans ce test, Diclofénac sodique a été utilisee comme anti-inflammatoire de référence.
Chaque expérience a été réalisée en triple et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation a

été déterminé selon la formule suivante :
Inhibition de la dénaturation (%) = [A contr6le - A échantillon / A contréle] x 100
A contrble : Absorbance du témoin

A échantillon : Absorbance en présence de I’extrait ou du standard
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(1 mi) de chaque 1 ml de solution de BSA
concentration d'extrait OJ%MMIOW
uﬂw | ‘

Tubes & essai

Incubation a 37 C
pendant 15 min.

=)

refroidissement la marie a 72°C
turbidité pendant 5 min.

i Lecture des DO a 660nm

Figure34 : Protocole récapitulatif du test de la dénaturation thermique des protéines
.(karthik et al., 2013)
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2.Résultats et discussion

2.1. Rendement d’extraction

La méthode d'extraction doit permettre I'extraction compléte des composés d'intérét et
doit éviter leur modification chimique. L'eau, les melanges aqueux d’éthanol sont

généralement utilisés pour I’extraction (Turkmen et al., 2007).

La solubilité des composés phénoliques est en fonction de leur degré de polymeérisation,
I’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé. Le méthanol a été
recommandé et fréquemment employé pour I'extraction des composés phénoliques
(Falleh et al., 2008). Le méthanol aqueux 70% est deux fois plus efficace que le méthanol
pur, pour I’extraction des composes phénoliques. (Vuorela, 2005). La lecture de rendement
d’extraction montre que le rendement obtenu par 1’extrait méthanolique est important avec
une valeur de 20.16% (Figure 35).

le rendement d'extraction

M |'extrait phénolique

M le reste

Figure35 : Rendement d'extraction de 1’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba

2.2. Dosage des polyphénols totaux et les flavonoides

Les composés phénoliques comme les acides phénoliques et les flavonoides  sont
considérés comme les contributeurs majeurs a la capacité antioxydante des plantes (Li et
al., 2007). Ces composés possedent aussi diverses activités biologiques telles que les activités
anti-inflammatoire, antibactérienne, antivirale, antiallergique, anti thrombotique et

vasodilatatrice qui peuvent étre reliées a leur activité anti-oxydante (Gulcin et al.,
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2010). C’est la raison pour laquelle, les dosages des polyphénols totaux les flavonoides

d’Artemisia herba-alba ont été effectués dans cette étude.
La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin- Ciocalteu.

C’est I'une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures. L’acide gallique est le standard le

plus souvent employé dans la méthode de Folin-Ciocalteu . (Maisuthisakul et al., 2008).

La teneur des poly phénols totaux de différents extraits est déterminée en se référant a la
courbe d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide gallique (5-200ug/ml) et exprimée
en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (pg

EAG/mg) par I’équation type : y = 0.006 x -0.07 (figure36).
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Figure 36 : Droite d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 37 : Résultat de 1’acide Gallique

La concentration des flavonoides dans les extraits est calculée a partir de
la gamme d’étalonnage établie avec la quércétine  (2-14 pg/ml) et
exprimée en microgramme d’équivalents de quércétine par milligramme

d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) par 1’équation :y=0.012 x - 0.31 (figure 38).
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Figure 38 : Droite d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
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Figure 39 : Résultat de la quercétine dosage des flavonoides

A la lumiere de ces courbes d’étalonnage, le contenu phénolique total les flavonoides de

I’extrait méthanolique d’ Artemisia herba alba , est représenté dans la figure suivante :

M |es polyphénoles totaux
en ug EAG /MG

M |es flavonoides en ug

EQ/mg

i le reste

Figure 40 : la teneur en polyphénols totaux et flavonoides dans I’extrait méthanolique de

(Artemisia herba-alba) ug/mg d’extrait)

Selon les résultats illustrés ci-dessus , on remarque que la teneur en polyphénols
dépend de la polarité de solvant . Nos résultats que [’extrait est riche en polyphénols
dont les valeurs de polyphénols totaux est de 102.5 ug EAG/mg , alors que la teneur en

flavonoides est de 35.6 ug EC/mg .
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Généralement, toutes les plantes de cette la famille sont connues pour leurs composés

phénoliques (Walde , 2009). Ceci est en accordance avec nos résultats.

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits

pourrait mener a des résultats dispersés selon I'essai utilisé. (Ozturk et al., 2007).

D’apreés les résultats Zitouni et al., (2016), la teneur en polyphénols totaux des extraits
méthanoliques des feuilles de Artemisia herba alba était 216 + 20,6\ GAE/g MS Alors que les
flavonoides totaux étaient de 19 + 0,4\ \ CE/g . Par contre Azib et al., (2019) a trouvé que
I’extrait éthanolique des feuilles contient 95,89 +1,88\ GAE / kg de poids sec de polyphénols
totaux, et 5\ £ 0,05 g QE / kg de poids sec, des flavonoides totales. Ces résultats sont
inférieur a ceux de Zitouni et al., (2016) dans la méme étude. Dans une autre étude dans
Tunisie réalisée par Yemmen et al., ( 2017) I’extraits hydrométhanolique (80 %) des feuilles
de Artemisia herba alba a montré une teneur en polyphénols totaux similaire a celle rapporté
par Zitouni et al., (2016) pour I’extrait méthanolique avec une teneur en flavonoides inferieur
a celle de Zitouni et al., (2016). En plus d’étre affecter par 1’origine géographique de la plante
Algérie (Azib et al., 2019), Maroc (Zitouni et al., 2016)et Tunisie (Yemmen et al., 2017 ), la
teneur en polyphénols et flavonoides est fortement affecter par le solvant utilisé pour

I’extraction et la méthode d’extraction..

Généralement et selon la littérature scientifique, le contenu polyphénolique varie

qualitativement et quantitativement selon plusieurs facteurs :

+ Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,
agression et maladie ...etc. (Ebrahimi et al., 2008).

+ Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de
la plante (Miliauskas et al .,2004), le type de polyphénol, 1’état de santé de fruit,
la méthode de récolte et de stockage (Stratil et al.,2007).

+ La méthode d’extraction et la méthode de peuvent également influencer
I’estimation de la teneur des polyphénols totaux (Lee et al.,2003).

Il a été prouvé que les teneurs de polyphénols totaux sont élevées lorsque le milieux de
vie de la plante n’est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthése des

métabolites secondaires afin de s’adapter et survivre ( Piquemal, 2008 ).
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2.3 L’activité antioxydante :

Evaluation de I’activité antioxydant de I’extrait obtenu par la méthode de piégeage du
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrozyl (DPPH)

L’activit¢ anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette
méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogene ou un électron, la forme non radicalaire DPPH-H est
formée (Bortolomeazzi et al., 2007). L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en
fonction de la concentration des différents extraits utilisés et du témoin (antioxydant de
référence) (pug/ml).

Dans cet essai les antioxydants reduit et décolore le radical DPPH, a un composé jaune le
diphenyl picryl hydrazine (figure4l.), ’ampleur de la réaction dépendra de la capacité des
antioxydants de donner I’hydrogeénes
Le radical DPPH est un radical libre organique stable, avec une bande maximum d’absorption

entre 515-528 nm.

Figure4l : Décoloration de DPPH dans les différents concentrations (a-contr6le negatif)

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que : pourcentage de 1’activité anti-radicalaire ou
en pourcentage de DPPH restant ou peuvent également étre exprimés en utilisant le parametre
IC50, qui est défini comme la concentration du substrat qui cause une perte de 50% de
I’activité de DPPH .
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Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de 1’activité anti-radicalaire, révélent que
tous les extraits testés ainsi que 1’acide ascorbique pris comme référence sont des anti-

radicalaires.

Les résultats de I’activité anti radicalaire par le test DPPH sont présentés dans les

figures suivantes :
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Figure4?2 : variation de la densité optique en fonction de la concentration de 1’acide
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Figure43 : variation de la densité optique en fonction de la concentration de 1’acide
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ascorbique

figure 44 : Coloration de DPPH dans les différents concentration (a-contrdle positif)
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Figure 45 : Variation de la densité optique en fonction de la concentration de I’extrait

phénolique d’Artemisia herba alba L en mg/ml
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Figure 46 : activité antioxydante de I’extrait phénolique de Artemisia herba-alba par le test

DPPH (1C50=0.03 mg/ml)

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en CI50, ce parametre a été employé par
plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats (Abdulmajed et al., 2005; Ahmad et
al., 2012; Ranga et al., 2009), il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de
50% de I’activité du radical DPPH (Couleur).

Ces dernieres années, I’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés

thérapeutiques, a augmenté considérablement (Huang et Prior, 2005).

- Le radicale DPPH est I'un des substrats les plus utilisés pour I’évaluation rapide et directe de
I’activité antioxydant, en raison de sa stabilité en forme radicale et la simplicité de I’analyse (Bozin et
al., 2008), grace a cette méthode nous avons étudiées I’activité antioxydant de ’extraits de notre
plante, IC50 a été déterminée afin de pouvoir comparé cette capacité

- I’IC50 est définie comme n’étant la concentration en produit nécessaire pour réduire 50% du
radicale DPPH plus la valeur de I’IC50 est petite, plus I’activité¢ antioxydant de 1’extrait testé est
grande (Hosseini et al., 2018).

D’apres les résultats de technique du piégeage du radicale libre DPPH notre teste a montré que il y

a une forte activité antioxydante IC50= 0.03 mg/ml

A la lumiére de ces résultats, on note que notre extrait posséde une grande efficacité antioxydante

comparable avec celle de ’activité antioxydante de ’acide ascorbique .
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Selon Ghenima et al., (2015) I’extrait aqueux des feuilles a donné une IC50 de 9 + 0,37 ug / mL Par
contre Bakli etal., (2020) a rapporté une 1C50 455 + 0,048 ug / mL, pour I’extrait méthanolique des
feuilles, reflétant une activité trés faible par rapport aux autres extraits méthanolique Hemma et al., (
2018) et ethanolique Belhachat et al., (2017)des feuilles qui avaient des 1C50entre 8et 121 pg / mL .
Ont remarqué que I’activité antioxydants la plus éléve et présenté par I’extraits méthanolique des

feuilles par rapport les autres extraits.

Le role protecteur des plantes est attribué généralement aux caroténoides et aux vitamine
antioxydants ; cependant, une évidence croissante indique qu’il y a d’autre composés qui contribuent
et a différents degrés a 1’activité antioxydante de plantes ; a ce propos I’attention ce focalise sur les

acides phénoliques, les flavonoides et en particulier les anthocyanes .

Selon Namiki (1999) les antioxydants peuvent étre classés en deux groupes suivants leurs
solubilités : les antioxydants hydrosolubles tels que la majorité des composes phénoliques et les
antioxydants liposolubles tels que la vitamine E et les caroténoides et selon (Turkmen et al .2007) les
polyphénols semble étre des donateurs efficaces d’hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur

chimie structurale idéal.

On pourra en déduire alors que le pouvoir antioxydant que nous avons évalué est dii en partie aux
composés phénoliques ; puisque, nous avons évalué et obtenu préalablement une teneur riche de ces

extrait de grenade en composé phénolique totaux.

Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé du groupements hydroxyles présentent
’activité antioxydante la plus élevée (Heimet al.,2002) due a leur pouvoir de donner plus d’atomes
pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al.,2007), ce qui peut expliquer en partie que
I’activité anti-radicalaire est dépendante du nombre, de la position et de la nature des substituant sur
les cycles B et C (groupements hydroxyles, metaxylés, glycosylés) et le degré de polymérisation
(Popovici et al., 2010). Ainsi, I’effet antioxydant n’est pas seulement dose dépendant mais également

structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).

2.4 Pouvoir anti-inflammatoire de I’extrait phénolique d’Artémisia
herba alba L :

Il est trées important de souligner qu'il existe de nombreux rapports qui indiquent

I'importance de la dénaturation des protéines en tant que cause d'inflammation (Sharma et
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al., 2021). La production d'auto-antigenes dans les maladies inflammatoires peut étre due a la

dénaturation in vivo des protéines (De et al., 2016).

Pour I’étude du pouvoir anti-inflammatoire des polyphénols de la partie aérienne
d’Artemisia herba alba L, notre choix s’est porté sur la méthode de dénaturation de 1'albumine

sérique bovine (BSA).

L’activité anti-inflammatoire des extraits est exprimée en CI50. Nous avons étudiées
I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait de notre plante d’Artemisia herba alba L , IC50 a été

déterminée afin de pouvoir comparé cette capacité.

Les résultats de I'évaluation de Il'activité anti-inflammatoire de 1’extrait phénolique
d’Artemisia herba alba Le montrent une efficacité modérée a puissante dans la prévention de
la dénaturation des protéines (Rios, J. L et al., 2005).

L’inhibition de la dénaturation des protéine est en fonction de la concentration des différents

extraits utilisés et du témoin (anti-inflammatoire de référence) (ug/ml). Les résultats

Obtenus sont rapportés dans la figure ci-dessous :
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Figure 47: activité anti-inflammatoire du standard déclofénac) par la méthode de I’inhibition
de la dénaturation ( IC50= 0.091mg/ml)
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Figure 48 : activité anti-inflammatoire de 1’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba L

par la méthode de I’inhibition de la dénaturation ( IC50=0.41.12 mg/ml)

D’apres les résultats de la technique de dénaturation de l'albumine sérique bovine (BSA).
Les résultats obtenus montrent que l'extrait d’Artemisia herba alba L inhibe la dénaturation de

I’albumine bovine induite par la chaleur. Cette inhibition est statistiquement supérieure a celle

de l'anti-inflammatoire de référence (Diclofénac). Notre test a montré qu’il y a une forte
activité anti-inflammatoire (IC50= 0.41.12 mg/ml), a la lumiéere de ces résultats, on note que
notre extrait posséde une grande efficacité anti-inflammatoire comparable avec celle de

I’activité anti- inflammatoire de médicament "diclofénac™( 1IC50=0.091mg/ml).

Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de ’activité anti-inflammatoire , révélent
que tous les extraits testés ainsi que le médicament "diclofénac” pris comme référence sont

des anti-inflammatoires.

Les résultats ont montré que les polyphénols ont pu réduire de maniere significative la
production de médiateurs inflammatoires, suggérant son potentiel thérapeutique dans le

traitement des maladies inflammatoires.

Selon Milia et al, (2020) a examiné I'activité inhibitrice de I'huile essentielle des feuilles de
Artemisia herba alba contre les COXs et LOXs, les valeurs IC50 de I'inhibition COX1/2 sont
10+ 4.4 pg \ Ml et 6 £ 2.5ug/ mL respectivement, et I''C50 de contréle positive (1.3+0.5ug /
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envers COX-2 par rapport a celle produite a I'égard de la COX-1. De plus, l'inhibition de la
COX-2 par I'nuile essentielle était similaire a celle enregistrée en utilisant I'lbuproféne comme
contréle positif .Pour l'activité de I'huile essentielle des feuilles de Artemisia herba alba

contre I'inhibition de LOX n'est pas  atteinte la  valeur IC50.
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Conclusion générale :

"Depuis l'antiquité, les plantes médicales jouent un role vital dans la
santé humaine, car elles constituent une source naturelle de nombreux
composés bioactifs utilisés dans la prévention et le traitement de
diverses maladies. Leur popularité ne cesse de croitre en raison de leur
richesse en substances naturelles et de la diversité de leurs activités
biologiques. Parmi ces plantes, I'armoise blanche (Artemisia herba-
alba) se distingue par sa richesse en métabolites secondaires et ses
propriétés biologiques importantes, notamment ses activités
antioxydante et anti-inflammatoire. Dans notre étude, l'analyse a
révélé la richesse de l'armoise blanche en polyphénols, avec une
teneur de 102.5 pg d'équivalent acide gallique / mg d'extrait, et en
flavonoides, avec 35,6 pg d'équivalent acide citrique (ou quercétine) /
mg d'extrait. Les résultats des différentes études consultées confirment
que l'armoise blanche possede une puissante activité antioxydante,
capable de neutraliser les radicaux libres via le test DPPH avec une
valeur de (Icso= 0,03 mg/mL}), ainsi qu'un fort potentiel anti-
inflamatoire évalué par le test de dénaturation de l'albumine bovine
(BSA) avec une valeur de (Icso= 0, 41mg/mL}). Ces données
expérimentales ouvrent de nouvelles perspectives pour I'exploitation
de cette plante comme alternative naturelle et slre dans les industries
pharmaceutiques et préventives. Elles incitent également a
approfondir les recherches futures afin d'isoler ses composés actifs et
de déterminer avec précision leurs mécanismes d'action moléculaires
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