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Dédicaces
العالمين رب ل الحمدد أن دعوانا وآخرد

رمى) ا ولكن رميت إذ رميت (وما رمى نْ أ لال رمي لنا بَ أأصي ول ساعد لنا اشتدد كاْ ما الذي ل الحمدأ

والسداد التافيق نعمة على ل الحمد

آناء فبعبتها رب طالما امرأة كف في فرح هذا كثير؛ وتعَ لبد جب بعرق جلدأها امتزج لطالما ل رجأ كف في فرح هذا

أصابعهما بين تتدفق حقيقة الحلم هذا لكفيهما الفجر؛ ومطلع الليل

أنا لعينيهما بل نجاح؛ كل لعينيهما بل العبنا؛ من أُ الناج يلقى ما ولعينيهما

الفرح هذا أهدي والدتي وعياْ والدي لعياْ

أُ قاسما مأ هن وجههن؛ في والبسمةأ قلبي في الفرحأ ابتهاجا؛ بالفرح تفضنب ألبأَ بناُ والعضدأ؛ الزرأ اشتد بهن

سهيلة. منال؛ يسرى؛ فطيمة؛ بدرة؛ فرحتي أُ شريكا أخااتي هن والتعَ؛ الفرح

أُصن على وتغفا تقبض ثم صافاُ كفراشاُ أوراقي على تمأر السهر؛ لقساوة أَ داع المأ الناعمأ اللأطف هي
فلقةأ هأم القلَ؛ ضحكة ها والعأمر المنزل أنيس ها قأنطة؛ بعد الرمض ليأذهَ يأتي الذي المطر أول ها ياسمين؛

فرحي. أهدي لضحكاتهم أنس ُيث؛ رفيف؛ البيت؛ وسأكر القمر

اطيارأ تأكل حلما تحملأ أراك إني دما؛ فيه الفرح أُ أزاهي تسري شأريانا تعصرأ أراك إني الدرب؛ صاحبي يا

صدءأ هذا الدرب؛ صاحبي يا للتهامه. جاععا عياننا تضارُ طالما الحلم؛ هذا اشتهينا طالما منه؛ عياننا

الثغار. بين من شمس وتسللت ه أُ سما تشققت قد _ يطالأ _حسبناهأ ليل أُلمة هذه انجلى؛ قد المتاعَ

يا اأقاسمك قأربي؛ باجادك إل طي لي نأشر كاْ وما بك؛ إل اعاجاج لي استقام كاْ ما الدرب؛ صاحبي يا

_مثلما لميس

الفرحة. هذه أأقاسمك _ والعقباُ والكبااُ والضحكاُ الخطااُ قاسمتأك

Romaissa Mimoune



Dédicaces

من كل الى النجاح هذا اهدي منتهاه الحمد يبلغ حتى ل والحمد الصالحاُ تتم بنعمته الذي ل الحمد
ال ربك »وقضى الرحمن فيهما وقال اللساْ بذكرهما شذى من ليخاطَ القلَ ويتاق ا في أحبهم

احسانا وبالاالدين إياه ال ."تعبد

ولكن حضر لا تمنيت قلبي الى واحبهم ا خلق اوفى الى " "

البد الى ذاكرتي تسكن التي وذكراه روحه فإلى

ابي يا ا رحمك

راسي على حملته طالما فخر تاج الى الحبيبة، امي حياتي طريق لي لتنير احترقت شمعة الى

الدين تقي ودعم تصميم بكل سندي ومازال كاْ من اليام وصديق الدرب رفيق الى

هاجر اختي بنجاحي الناس اسعد وكانت ايامي أجمل معها عشت من الى

وفراس سجاد والفرح البسمة مصدر الى

حلما بالمس كاْ ما حققنا قد فها رميسة لحظاته قاسمتني التي المشاار رفيقة الى

ول …… الارقة هذه تسعني ل مفتاحة هذه قائمتي وتبقى مشجعة بكلمة ولا دعماني من كل الى
الكلماُ حتى

Lamis Ziadi



Résumé

Le travail présent vise à étudier les activités antioxydantes, anti-inflammatoires, enzymatiques et la

toxicité des extraits d'une espèce du genre Linum obtenus à partir d'extractions avec des solvants de

différentes polarités.

L'évaluation de l'activité antioxydante à l'aide de différentes méthodes, le DPPH, l'ABTS, le FRAP,

la Phénanthroline et le SNP, a montré que les extraits d'acétate d'éthyle et de n-butanol présentaient

une excellente capacité à neutraliser les radicaux libres DPPH et ABTS, avec des pourcentages

d’inhibition IC50 respectifs de (12,08±0,76 µg/mL, 8,39±5,93 µg/mL) et (13,69±2,21 µg/mL,

6,45±1,69 µg/mL) ainsi qu'une bonne activité de réduction du fer ferrique en fer ferreux. En

revanche, les tests de Phénanthroline et de SNP ont montré des effets faibles et négligeables. Les

extraits d'éther et de chloroforme, quant à eux, ont présenté les valeurs les plus basses par rapport

aux autres extraits, avec une bonne activité oxydante pour neutraliser les radicaux DPPH et ABTS,

ainsi que le FRAP, mais une faible activité pour la Phénanthroline et le SNP.

L'évaluation de l'activité anti-inflammatoire de l'extrait de n-butanol a révélé une faible activité

pour protéger la protéine BSA, avec un IC50 de 2,09±0,49 µg/mL. L'extrait de n-butanol a

également montré une bonne activité anti-hémolytique vis-à-vis des globules rouges, avec une

valeur de protection remarquablement élevée de 64,395% pour la première concentration élevée de

14,4 mg/mL.

En ce qui concerne l'activité inhibitrice de l'enzyme alpha-amylase, nos quatre extraits ont montré

une faible activité enzymatique.

Enfin, le test de toxicité sur les larves de Tenebrio molitor suggère que l'extrait de n-butanol ne

présente aucune toxicité, tandis que les autres extraits testés, à savoir l'acétate d'éthyle, l'éther et le

chloroforme, présentent une toxicité significative, mais seulement à des concentrations élevées.

Mots clés : antioxydante, anti-inflammatoire, activité enzymatique, toxicité, Linum.



Abstract

The present work aims to study the antioxidant, anti-inflammatory, enzymatic activities, and

toxicity of extracts from a Linum species obtained through extractions with solvents of different

polarities.

The evaluation of antioxidant activity using various methods such as DPPH, ABTS, FRAP,

Phenanthroline, and SNP showed that the extracts of ethyl acetate and n-butanol exhibited excellent

capacity to neutralize DPPH and ABTS free radicals, with respective IC50 inhibition percentages of

(12.08±0.76 µg/mL, 8.39±5.93 µg/mL) and (13.69±2.21 µg/mL, 6.45±1.69 µg/mL), as well as a

good activity in reducing ferric iron to ferrous iron. However, Phenanthroline and SNP tests showed

weak and negligible effects. On the other hand, ether and chloroform extracts presented the lowest

values compared to other extracts, demonstrating good oxidative activity in neutralizing DPPH and

ABTS radicals, as well as FRAP, but weak activity in Phenanthroline and SNP.

The evaluation of the anti-inflammatory activity of n-butanol extract revealed low activity in

protecting BSA protein, with an IC50 of 2.09±0.49 µg/mL. The n-butanol extract also exhibited a

significant anti-hemolytic activity against red blood cells, with a remarkably high protective value

of 64.395% for the first high concentration of 14.4 mg/mL.

Regarding the inhibitory activity of alpha-amylase enzyme, all four extracts showed weak

enzymatic activity.

Finally, the toxicity test on Tenebrio molitor larvae suggests that the n-butanol extract has no

toxicity, while the other tested extracts, namely ethyl acetate, ether, and chloroform, exhibit

significant toxicity, but only at high concentrations.

Keys words: antioxidant activity, anti-inflammatory activity, enzymatic activity, toxicity, Linum.



ملخص

جنس من لناع المستخلصاُ وسمية النزيمية، لللتهاباُ، المضادة للكسدة، المضادة النشطة دراسة إلى يهدف الحالي العمل

مختلفة. قطبياُ ذاُ مذيباُ باستخدام المستخلصة ،Linum

أْ SNPو Phénanthroline ,FRAP, ABTS ,DPPH مثل مختلفة أساليَ باستخدام للكسدة المضاد النشاط تقييم أُهر

IC50 بنسَ ،ABTS و DPPH الحرة الجذور تثبيط في ممتازة قدرة تمتلك n-butanol و acétate d’éthyle مستخلصاُ

2.21µg/mL±13.69و ) و ( 8.39±5.39µg/mL 0.76µg/mL±12.08و ) التاالي على تبلغ للتثبيط

أُهرُ اخرى ناحية ،من Fe+2 ثنائي حديدي +Fe3إلى الحديدي الحديد إرجاع في جيدعا نشاطعا وكذلك .(6.45±1.69µg/mL

chloroformeو éther مستخلصاُ أُهرُ بالمقابل، تجاهلها. يأمكن ول ضعيفة تأثيراُ SNP و Phénanthroline اختباراُ

،FRAP وكذلك ،ABTS و DPPH الجذور تثبيط في جيد أكسدة نشاط تمتلك حيث الخرى، بالمستخلصاُ مقارنة الدنى القيم

.SNP و Phénanthroline في ضعيفعا نشاطعا ولكن

IC50 مع .BSA بروتين لحماية منخفض نشاط عن n-butanol لمستخلص لللتهاباُ المضاد النشاط تقييم كشف

قيمة مع الحمراء، الدم خليا انحلل ضد مضادا جيدا نشاطا أيضا n-butanol مستخلص اُهر .(2,09±0 ,49µg/mL)تساوي

.14,4 mg/mL يبلغ مرتفع تركيز لول 64,395 % تبلغ ملحاُ بشكل عالية

للنزيم. منخفضا نشاطا الربعة مستخلصاتنا أُهرُ alpha-amylase لنزيم المثبط بالنشاط يتعلق فيما

المستخلصاُ اْ حين في ساما، ليس n-butanol مستخلص اْ الى Tenebrio molitor اليرقاُ سمية اختبار يشير اخيرا،

عالية. بتركيزاُ فقط ولكن كبير بشكل سامة éther و chloroformeو acétate d’éthyle هي و اختبارها، تم التي الخرى

.Linum سمية، انزيمي، نشاط اللتهاباُ، مضاد للكسدة، مضاد نشاط المفتاحية: الكلمات



Liste d’abréviation

A
ATP : Adénosine-Triphosphate.
ADN : Acide désoxyribonucléique.
AP-1 : protéine activatrice-1.
AGEs : les produits fins de glycation des protéines.
AD: Alzheimer Disease.
ABTS: 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate).

B
BHA: Butylhydroxyanisole.
BHT: Butylhydroxytoluène.
B-caténine/W nt.
BH-4 : tétrahydrobioptérine.

C
CAT : Catalase.
Cu : Cuivre.
Cu1+ : Ion Cuivre Ӏ.
Co2+: Ion cobalt.
Cr V: Chromium-vanadium.
CL- : Chlore.
COV : Composées organiques volatils.
CAM : molécules d’adhésion cellulaire.
°C: le degré Celsius.

D
DPPH: 2,2-Dipenyl-1-Picrylhydrazyl.

E
ERN: Espèce reactive d’azote.
ERO: Espèce réactive d’oxygen.
É : Electron.
EC : Enzyme commission.
EGF : facteur de croissance épidermique.
EGFR : dérivés de facteur de croissance épidermique.

F
Fe2+ : Ion ferreux.
Fe3+ : Ion ferrique.
FRAP: Ferric Reducing Ability of Plasma.

G
GPx : Glutathion peroxydase.
GST : Glutathion-s-transférase.
G : gramme.

H



1H : Hydrogène.
HIF-1α : facteur inductible par l’hypoxie.
HNE: hedroxynonenal.

I
IKB: inhibiteur de kappa B.
IKK: IkappaB kinase.
IL-16 : interleukine 16.
IL-18 : interleukine 18.
IL-6 : interleukine 6.
iNOS : oxyde nitrique inductible.
NOX : NADPH Oxidase.
IC50 : concentration inhibitrice médiane.

J
JAK: Janus kinase.
JNK: jun-N-terminal kinase.
Jrs : jours.

K
Kcal: Kilocalorie.
KDa: Kilodalton.

L
LDL: Low-Density lipoprotein.
LCR : céphalo-rachidien.

M
Mn : Manganèse.
Mt NOS : NO synthase. Mitochondriale.
MAPK:Mitogen-activated protein kinases.
MCP1/2 : protéines chimiotactiques 1 et 2.
MIF : facteur d’inhibition de la migration des macrophages.
MMP :métalloprotéinases matricielles.
MPO : myélopéroxydase.
MEC : matrice extracellulaire.
MCI : Mild congnitive impairement (des troubles de la mémoire).
mM : milimolaire.
M : masse.
Min : minute.

N
NO : Oxyde nitrique.
NOX : Oxyde d’azote.
NOS : NO synthase.
NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
NF-KB : le facteur nucléaire kappa B.
NF-KT : le facteur nucléaire kappa T.
Nr f-2: Nuclear factor like 2.
NLRP3: NOD-like receptor family, pyrin domain contraining 3.



Nm : nanomètre.
O

OG : Octyl gallate.
P

PG : Peroxyle gallate.
PPAR-γ : récepteur gamma de l’activateur de la prolifération des peroxysomes.
PMN : les polymorphonucléaires.
PDGF : récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes.
PTK: Protéine tyrosine kinase.
Pi3K: Phosphoinositide 3-kinase.
PTP: Protéine tyrosine phosphatase.
PTP-1B: Protéine-tyrosine phosphatase 1B.
PAMPs: Pathogen-associated molecular pattern.
PKc: Protéine kinase C.
PCAD: Phosphatidylcholine Alzheimer disease.
pH: potential hydrogène.
PBS: phosphate-Buffered saline.

R
REDOX: Reaction oxidoreductase.
ROS: reactive oxygen species.
RTK : récepteur tyrosine kinase.
RAGE : Récepteur aux produits de glycation avancée.
R: Rendement.

S
S: Second.
SOD : Superoxide dismutase.
SAT : Statu antioxydant.
SH : Sullhydride.
Se-OH : Sélénoles.
Src : Famille tyrosine kinase.
SIDA : syndrome d’immunodéficience acquise.
SGC : guanylate cyclase soluble.
SP : Plaques séniles.
SNP : Silver nanoparticles assay.

T
TBHQ : Tert-butylhydroquinone.
TBP : Trihydroxybutyrophenone.
Ti3+: Titanium.
TLR: récepteur Toll-like.
TNF-α : facteur de nécrose tumorale alpha.
TGFβ : facteur de croissance transformant bêta.
TCA : Tris-cloro-acide acétique.

U



UV : Ultraviolet.
V

VIH : Virus de l’immunodéficience humaine (VIH).
VEGF : facteur croissance endothélial vasculaire.
VSMC: Vascular smooth muscle cells.

Z
Zn : Z
% : Pourcentage.
µL : microlitre.
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INTRODUCTION
Ces derniers temps, il existe une demande croissante visant à substituer les antioxydants

synthétiques, qui comportent différents risques pour la santé, par des antioxydants d'origine

naturelle.(Lahmadi et al., 2020)

Le stress oxydant survient lorsque l'équilibre entre les facteurs pro-oxydants et antioxydants de

l'homéostasie est perturbé, entraînant ainsi la formation de composés réactifs de l'oxygène (ROS)

potentiellement toxiques.(Betteridge, 2000) En outre, l'inflammation est un élément essentiel de la

réponse biologique complexe des tissus vasculaires face à des stimuli nuisibles. Il s'agit d'une

réaction de protection des cellules du corps contre les dommages, les infections, ainsi que les

irritations allergiques ou chimiques.(Soomro, 2019)

L'inflammation et le stress oxydatif sont étroitement liés, formant un cycle auto-entretenu qui

peut contribuer à la progression de nombreuses maladies chroniques telles que le diabète et ses

complications, l'hypertension et les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives,

l'hépatopathie alcoolique, les maladies rénales chroniques, le cancer et le vieillissement(Biswas,

2016). Le processus inflammatoire est complexe et est déclenché par divers facteurs, tels que des

molécules bactériennes ou chimiques qui causent des dommages cellulaires ou la mort cellulaire.

Les lésions tissulaires résultant de ces traumatismes entraînent la libération de médiateurs

inflammatoires, y compris des espèces réactives de l'oxygène. (Soomro, 2019)

Depuis l'Antiquité, les plantes médicinales sont utilisées à des fins thérapeutiques, et différentes

méthodes de traitement à base de plantes sont largement adoptées dans de nombreux pays. En

raison des effets secondaires associés aux médicaments synthétiques, les produits à base de plantes

sont de plus en plus recherchés et appréciés pour leur utilisation dans divers secteurs tels que la

pharmacie, l'alimentation et les cosmétiques.(Latifian & Arslanoğlu, 2018)

Le continent africain regorge d'une grande diversité de plantes médicinales. En effet, parmi les

300 000 espèces végétales reconnues à travers le monde, plus de 200 000 espèces sont présentes

dans les pays tropicaux d'Afrique et possèdent des propriétés médicinales (Sofowora, 1993) .

L'Algérie, grâce à sa riche et diverse flore, constitue un véritable réservoir phylogénétique. Cela

lui confère une place privilégiée parmi les pays méditerranéens qui ont une longue tradition

médicale et qui font face à diverses pathologies (Miara et al., 2017)
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Il reste encore un grand nombre d'espèces végétales sauvages à étudier, dont certaines sont

encore peu connues en termes de leurs propriétés biologiques et phytochimiques. Le genre Lin

(Linum), qui comprend 13 espèces présentes dans la flore algérienne, suscite un grand intérêt à la

fois sur le plan industriel et thérapeutique.(Quézel, 1962)

L'objectif de l'étude portant sur une espèce du genre "Linum", qui est le sujet de ce travail, est de

mieux comprendre le potentiel phytochimique et thérapeutique de la flore sauvage algérienne. Cette

recherche vise à découvrir de nouvelles molécules naturelles qui pourraient être utilisées en

médecine en remplacement des molécules synthétiques actuellement utilisées.

Ce manuscrit est divisé en trois parties principales :

La première partie de ce travail propose une synthèse bibliographique comprenant

une introduction au stress oxydatif et à l'inflammation, en mettant en évidence leur

relation.

La deuxième partie de ce travail présente une synthèse sur l’espèce végétale étudiée.

Décrit la méthodologie expérimentale, en détaillant les techniques d'extraction employées

ainsi que l'évaluation in vitro des activités biologiques de la plante. Ces activités

comprennent l'activité antioxydante, anti-inflammatoire, enzymatique, ainsi que

l'évaluation de la toxicité.

La troisième partie de ce travail présente l'ensemble des résultats obtenus, ainsi que

la discussion qui mettra en évidence leur signification par rapport aux données de la

littérature existante.



 CHAPITRE 1

ÉTUDE
BIBLIOGRAPHIQUE
(Cadre théorique et conceptuel)



Section 1 :

Le stress oxydatif
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1. Le stress oxydatif
Depuis sa première formulation, le stress oxydatif a été largement étudié et continue de susciter

l’intérêt des chercheurs dans divers domaines de la médecine.

1.1 Définition
Les cellules et les tissus peuvent subir différentes formes d'agressions qui les exposent à des

dommages physiques tels que les traumatismes, l'irradiation, l'hyperthermie ou l'hypothermie, ainsi

qu'à des agressions chimiques telles que l'acidose ou les toxines, et des agressions métaboliques

telles que l'exposition à des substances étrangères (xénobiotiques) ou la privation de facteurs

hormonaux ou de croissance. La plupart de ces agressions entraînent un état commun appelé stress

oxydatif, qui résulte d'une perturbation de l'équilibre physiologique normal et se manifeste par une

surproduction de radicaux libres dérivés de l'oxygène..(Walker et al., 1982)

Le concept de stress oxydatif a été initialement formulé dans le chapitre introductif du livre

intitulé "Le stress oxydatif" publié en 1985 par Helmut Sies, où il est défini comme "un déséquilibre

en faveur des processus pro-oxydants par rapport aux processus antioxydants".(Sies et al.,

2017;Helmut Sies, 1985).

Au repos, les mécanismes de défense antioxydants de l'organisme maintiennent un équilibre

entre les antioxydants et les espèces réactives de l'oxygène (ERO), ce qui prévient les dommages

oxydatifs aux cellules et aux tissus. Cependant, cet équilibre redox peut être perturbé de deux

manières. D'une part, une surproduction d'ERO peut se produire, comme c'est le cas lors du

vieillissement ou de l'athérosclérose. D'autre part, les capacités antioxydantes peuvent diminuer,

comme chez les individus obèses ou les fumeurs (Migdal & Serres, 2011). Ces perturbations

peuvent devenir toxiques pour les éléments cellulaires essentiels tels que les lipides, les protéines et

les acides nucléiques (ADN/ARN), entraînant ainsi un stress oxydatif (Djamilatou et al., 2021 ;

Mbida et al., 2022).
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Figure 1: Illustration du déséquilibre entre oxydantes et antioxydantes chez l’humain,
1.2 Origine
La mitochondrie joue un rôle essentiel dans la production des espèces réactives de l'oxygène

(ERO) dans l'organisme. L'oxygène est indispensable à la production d'énergie dans de nombreuses

formes de vie, que ce soit les plantes, les animaux ou les bactéries. La phosphorylation oxydative,

qui génère de l'énergie sous forme d'ATP, se déroule notamment à travers des chaînes de transport

d'électrons présentes dans la membrane interne des mitochondries.(Migdal & Serres, 2011).

Dans le métabolisme oxydatif mitochondrial des cellules, des espèces d'ERO telles que des

peroxydes organiques sont produites (Mohamed et al., 1999). Bien que ce processus soit normal

lors de la respiration cellulaire, les cellules contiennent des enzymes endogènes telles que la

superoxyde dismutase (SOD) qui protègent contre les dommages causés par les ROS en neutralisant

ces radicaux libres(Chatterjee, 2016). Ce processus complexe implique la réduction de l'oxygène

moléculaire en eau au niveau de la membrane mitochondriale (Schoots et al., 2018).

Lorsque le transfert d'électrons est inhibé et que la phosphorylation oxydative est découplée au

niveau de la respiration mitochondriale, cela entraîne une modification du potentiel REDOX

(réaction d'oxydoréduction) qui favorise l'auto-oxydation des biomolécules et la génération d'ERO

(Ahmad, 2012). Pendant le transport d'électrons et au niveau de la chaîne mitochondriale, environ

2% de l'oxygène consommé est transformé en anion superoxyde en raison de fuites d'électrons.

Dans la mitochondrie, de nombreux sites pourraient potentiellement générer des ERO (Reiter et al.,

2018).

Premiers organismes vivants anaérobies
(Exposition très limitée au stress oxydatif, par exemple H2O2 dans l’eau de pluie, traces(<<0.1%

d’O2 dans l’air)

Stress avec de l’oxygène à des niveau croissants

Faire évoluer les Mourir limiter aux environnements
défenses antioxydantes anaérobies

Figure 2:Adaptations évolutives à l’apparition d’O2. Selon :(Halliwell & Gutteridge, 2015b)
Lorsque l'apport d'oxygène est réduit, les mitochondries libèrent des espèces réactives de

l'oxygène (ERO) qui peuvent activer des mécanismes tels que la vasodilatation pour augmenter

l'apport d'oxygène aux tissus. La vasodilatation correspond à une dilatation des vaisseaux sanguins,

favorisant ainsi un flux sanguin accru et une meilleure oxygénation des tissus. De plus, les
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mitochondries peuvent stimuler la production d'agents vasodilatateurs tels que l'oxyde nitrique (NO)

par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, contribuant ainsi à la vasodilatation et à

l'augmentation de l'apport en oxygène aux tissus (Dupic et al., 2010).(Pichard & Cano, 2006).

En résumé, les mitochondries jouent un rôle clé dans la régulation de l'apport d'oxygène aux

tissus en cas de manque d'oxygène.

2. Les Ero/Ern Et Les Radicaux Libres : Leurs Rôles En Biologie

2.1 Les radicaux libres
Les radicaux libres sont des atomes, des molécules ou des ions très instables et réactifs, avec des

électrons non appariés. Ils peuvent provenir d’oxygène, d’azote ou de soufre par exemple.(Kumar

& Pandey, 2015)

En raison de leur électron non apparié, les radicaux libres cherchent constamment à se lier à

d’autres molécules afin de stabiliser leur électron non apparié. Cela les rend très réactifs et capables

de réagir avec d’autres molécules afin de stabiliser leur électron non apparié, y compris les

protéines, les lipides et l’ADN.

Lorsque les radicaux libres réagissent avec ces molécules biologiques, cela peut causer des

dommages oxydatifs, qui peuvent contribuer à l’apparition de diverses maladies. (Lehucher-Michel

et al., 2001) (Koechlin-Ramonatxo, 2006)

2.2 Les diverses variantes des espèces réactives générées pendant le stress

oxydatif
Les espèces réactives d’oxygène (ERO)

Ces espèces réactives sont générées à des niveaux modérés dans les cellules aérobies. Elles

peuvent être des sous-produits du transport des électrons dans les mitochondries, connus sous le

nom d'"espèces primaires", tels que l'anion superoxyde (O2-) et le radical hydroxyle (OH·). Elles

peuvent également être produites par diverses oxydoréductases et catalyseurs métalliques lors de

l'oxydation des métabolites, et sont appelées "espèces secondaires". La concentration de ces espèces

réactives est régulée par un équilibre entre leur production et leur élimination par les systèmes

antioxydants.(Forman & Torres, 2002) (RAHMANI, 2015) (Migdal & Serres, 2011)

 L’oxygène singulier (1O2)

C’est un radical très instable et extrêmement réactif face à des molécules riches en électrons. Il

se forme principalement sous l’effet de l’absorption des rayons UV à des pressions importantes
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en oxygène. Sa durée de vie est très courte et il est disparait très rapidement, en moins de 10-6

second. (Bensakhria, 2018)

 Anion superoxyde (O2-)

C’est une espèce très réactive envers les substances bio-organiques, et c’est l’une des principales

espèces impliquées dans la production de radicaux libres dans les cellules. Lorsqu’il réagit avec

certains métaux redox actifs, comme le fer, cela peut conduire à la production d’autres radicaux

libres plus réactifs, comme le radical hydroxyle (•OH) dans la réaction de Fenton.

��2+ + �2�2 = ��3
+ + •OH + ��−

Le radical superoxyde participe également à la réaction de Haber-Weiss

�2
.− + �2�2 = �2 + •OH + ��−

Cette réaction comprend la réaction de Fenton et la réduction des ions Fe3+ par le

superoxyde, ce qui produit Fe2+ et l’oxygène.

2��3
+ + �2.− = ��2+ + �2

Selon : (Valko et al., 2006)

 Peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Ce n’est pas un radical libre, il est stable et possède des propriétés oxydantes et réductrices. Il

peut être produit par la dismutation de l’oxygène en présence de la superoxyde dismutase selon

la réaction suivante :

2�2
− + 2�+ = �2�2 + �2

Plusieurs enzymes différentes peuvent éliminer le H2O2. La catalase, que l’on trouve

généralement que dans les peroxysomes, catalyse une réaction de dismutation très rapide :

2�2�2��������=�2� + �2

Le H2O2 peut agir directement sur les molécules pour les oxyder ou être converti en radicaux

hydroxyles HO•. (Forman & Torres, 2002) (Bensakhria, 2018)

 Hydroxyle HO•

L’espèce la plus réactive dans l’attaque des molécules biologiques. Il réagit rapidement avec les

molécules environnantes à proximité de son lieu de production, plutôt qu’à distance.
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Produit dans la réaction de Fenton : décomposition de H2O2 en présence de métaux Mn+ tels le

Fe2+ ou le Cu1+, le Co2+, le Ti3+ ou le Cr V selon :

��
++�2�2 = ��

�+1 + ��− + •OH

La durée de vie des radicaux hydroxyles est < 10 -6 s. (Bensakhria, 2018) (Amzal, 2010; Meziti,

2018)

+e +e (+2H+) +e +e (+H.)

O2 (O2•-) H2O2 -OH (+•OH) H2O

Le radical peroxyde radical

Dioxygène superoxyde d’hydrogène hydroxyle

Figure 3 : Intermédiaires réduits de l’oxygène (les quatre étapes de réduction mon- électronique de
l’oxygène.(Gardès-Albert et al., 2003)

 Radical pyroxyle (ROO•)

Nommé aussi LOO•, produit durant la dégradation lipidique selon :

���•+�� �� = ���� + �-•

Selon : (Kh, 1993) (Amzal, 2010; Meziti, 2018)

 Acide hypochlorique HOCl

L’espèce réactive est l’OCL, hautement réactif, et produit durant le sursaut respiratoire pour

détruire les organismes invasifs dans les neutrophiles selon :

�2�2 + �+ + ��−= �2� + ����

(Amzal, 2010; Meziti, 2018) (Klaunig & Kamendulis, 2004)

 Radical hydroperoxyle HO2 •

Appelé aussi radical perthydroxyle, obtenu par l’addition d’un radical hydroxyle à une

molécule d’oxygène selon : ��2

•OH + �2 = ��2•
(Gardes-Albert, 2006)

 Ozone O3
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Ce n’est pas un radical libre (o-o-o), à une durée de vie de quelques secondes.

La formation d’une molécule d’ozone (O3) à partir de molécules de dioxygène(O2), est une

réaction endothermique, l’énergie nécessaire est fournie par les ultraviolets du soleil ou par des

étincelles électriques.

3 �2 = 2�3( − 69 ����)

C’est un puissant agent oxydant : �3 + 2�+ + 2é = �2 + ��2

En effet, il atténue bon nombre de ses effets toxiques par le biais de réactions radicalaires :

o Soit directement par l’oxydation de biomolécules pour donner des espèces radicalaires

classique telle que OH.

o Soit en favorisant la production dépendant des radicaux d’espèces cytotoxiques non

radicalaires telles que les aldéhydes et les ozonides. (Kelly et al., 1995) (Bensakhria, 2018)

Figure 4 : Principales réactions faisant intervenir des ERO. (Bensakhria, 2018)
Les espèces réactives d’azote (ERN)

Chez les mammifères proviennent principalement du monoxyde d’azote et du nitrite. Il est

important de noter que le NO, le nitric étant son produit d’auto-oxydation stable, est à l’origine de

la formation des ERN. Cependant, d’autres sources d’ERN, telles que les oxydes d’azote (Nox),
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existent également. (Peyrot, 2004). La surproduction d’espèces azotées réactives est appelée stress

nitrosatif. (Valko et al., 2006)

La découverte des espèces chimique radicalaires présentes normalement dans l’organisme, a

bouleversé votre compréhension des mécanismes biologiques. (Favier, 2003)

 Le monoxyde d’azote (NO•)

C’est une molécule gazeuse hautement diffusible et réactive qui peut, dans les milieux

biologiques, se former par une réaction catalysée par la NO synthase mitochondriale (mt NOS)

entre un atome d’azote appartenant à une L-Arginine et O2.

Il peut réagir soit avec l’O2 •- pour former des dérivés oxydants (principalement le ONOO-mais

aussi l’anion nitroxyl (NO-) et le dioxyde d’azote NO2), qui sont responsables du stress oxydatif.

Soit avec l’O2 lui-même, pour former le N2O3, qui est également responsable du stress oxydatif.

(Massion et al., 2002)

 Nitrique oxyde (NO+)

C’est un radical libre endogène produit par l’oxydation du monoxyde d’azote (NO•) par l’oxyde

nitrique synthétase. Le NO+ Se combine avec (O2) pour produire ERN, dont la durée de vie est très

courte, d’environ 1s. (Amzal, 2010; Meziti, 2018)

 Peroxynitrite (ONOO-)

Un agent oxydant puissant, qui n’est pas un radical libre, il peut réagir pour générer le dioxyde

de nitrogène (NO2).sa durée de vie est très courte, de l’ordre de 10-3 s.

2�O• + �2 = ���0−

(Bensakhria, 2018)

 Dioxyde de nitrogène (NO2)

C’est un oxydant fort, à une durée de vie 1 s, formé par l’oxydation du monoxyde d’azote (NO•)

dans l’air par les oxydants disponibles tels que l’oxygène, l’ozone et les COV.

2�O• + �2
− = 2��2

(Jarvis et al., 2010)

 Acide peroxynitrique (ONOOH)
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C’est un puissant oxydant stable à deux électrons qui est généré par la dissociation de l’ion

Peroxynitrite lui-même produit par la réaction entre le monoxyde d’azote (NO•) et l’anion

superoxyde (O2•-). (Nagy &Winterbourn, 2010)

Tableau 1 : Le récapitulatif des espèces réactives d’oxygène et d’azote radicalaires et non
radicalaires. (Bartosz, 2003), (Devasagayam et al., 2004) (Biswas, 2016)

L’espèce réactive Symbole Radicalaire/Non

radicalaire

Les espèces réactives de l’oxygène

Anion superoxyde O2•- Oui

Radical hydroxyle OH• Oui

Peroxyde d’hydrogène H2O2 Non

Radical peroxyde ROO- Oui

Hydro peroxyde ROOH Non

Oxygène singulet 1O2 Non

Ozone O3 Non

Les espèces réactives de l’azote

Oxyde nitrique NO• Oui

Oxyde nitrique cation NO+ Non

Oxyde nitrique anion NO- Non

Peroxynitrite ONOO- Non

Acide peroxynitrique ONOOH Non

Dioxyde de nitrogène NO2• Oui

3. La relation entre le stress oxydant et le stress nitrosant
Un équilibre délicat existe entre le stress oxydant et le stress nitrosant dans le corps. Le radical

superoxyde (O2ᱸ-) arrête les nitrosations, tandis que le radical nitrique libre (NOᱸ) atténue les effets

oxydants du peroxynitrite (ONOO-) en cas d'excès. Cependant, si le NOᱸ est présent en quantité

excessive, il peut convertir le stress oxydant en stress nitrosant par le biais de diverses réactions, ce

qui prolonge le stress cellulaire sous une forme différente. (Massion et al., 2002)
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Figure 5 : Chemin représente la relation entre le stress oxydant et nitrosant. (Liaudet, 2007)

4. Sources des espèces réactives
Les espèces réactives de l'oxygène (ERO) sont continuellement produites à l'intérieur et à

l'extérieur des cellules eucaryotes par divers mécanismes, ce qui englobe des sources endogènes et

exogènes (Favier, 2003). L'inflammation est associée à une augmentation de la production d'ERO,

principalement par les cellules phagocytaires activées comme les macrophages et les neutrophiles,

dans un processus appelé "explosion oxydative". Ce phénomène est déclenché par l'activation de

l'enzyme NADPH oxydase, qui utilise l'oxygène moléculaire pour produire des anions superoxydes

à la membrane cellulaire. Par ailleurs, le monoxyde d'azote (NO) est également produit par

différentes isoformes de l'enzyme NO synthase (NOS) présentes dans les neurones, les cellules

endothéliales et les macrophages, afin de réguler diverses fonctions physiologiques.

Les mécanismes du cycle redox impliquent l'oxydation et la réduction de molécules telles que les

quinones dans l'organisme. Les quinones peuvent subir une oxydation spontanée ou être oxydées

par des enzymes comme les cytochromes P450. Cependant, une oxydation excessive des quinones

peut conduire à la formation d'ERO, ce qui explique leur implication dans la toxicité de diverses

substances telles que l'alcool, les résidus de fumée de cigarette et certains médicaments.
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La réaction de Fenton peut être une source importante de radicaux hydroxyles dans les systèmes

biologiques contenant des métaux toxiques tels que le chrome, le cuivre, le vanadium et le fer libre.

Cette réaction implique la combinaison d'ions métalliques avec le peroxyde d'hydrogène (H2O2).

Les particules inhalées telles que l'amiante et la silice sont également des sources d'ERO. Elles

peuvent aggraver la phagocytose et leur surface est revêtue de sels de fer.

Enfin, les rayonnements peuvent générer des radicaux libres en scindant la molécule d'eau, que

ce soit par des rayons X ou Y, ou en activant des molécules photosensibilisantes lorsqu'il s'agit de

rayons ultraviolets. Ces processus peuvent produire des anions superoxydes et de l'oxygène

singulet.(Favier, 2003).

Tableau 2 : Le récapitulatif des sources de radicaux libres. (Kumar et al., 2013 ; Kumar & Pandey,
2015 ; Pandey et al., 2012). (Lobo et al., 2010)

-Source Endogène -Source Exogène

Mitochondrie Cigarette

Phagocytoses Radiation ionisantes

Xanthine oxydase Pollutions diverses

Métaux de transition Rayonnement UV

Peroxysomes Produits chimique / médicaments

Inflammation Ozone

Voies de l’arachidonate Les pesticides

L’ischémie L’exercice physique

5. Les Dégâts du radicaux libres et leurs cibles biologiques
Les principales cibles du stress oxydatif sont les protéines, les lipides et les acides nucléiques

(Chang et al., 2011). Les lipides, en particulier leurs acides gras polyinsaturés, sont

particulièrement vulnérables à l'attaque par le radical hydroxyle, qui peut arracher un hydrogène sur

les carbones situés entre deux doubles liaisons, conduisant à la formation de radicaux diéniques

conjugués et de radicaux peroxyles. Ce processus est connu sous le nom de peroxydation lipidique.

La peroxydation lipidique peut entraîner la formation de LDL oxydées qui sont captées par des

macrophages, contribuant ainsi à la formation de dépôts lipidiques dans les plaques d'athérome

associées aux maladies cardiovasculaires. De plus, l'attaque des phospholipides membranaires altère

la fluidité de la membrane et peut affecter le fonctionnement des récepteurs et la transduction des

signaux (Favier, 2003).
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L'ADN, en tant que support de l'information génétique, est susceptible d'être endommagé par le

radical hydroxyle, qui réagit avec tous les composants de la molécule d'ADN, y compris les bases

puriques et pyrimidiques ainsi que le squelette désoxyribose. Ces dommages oxydatifs permanents

au niveau de l'ADN sont considérés comme la première étape impliquée dans les processus de

mutagenèse, de carcinogenèse et de vieillissement (Valko et al., 2007).

Les protéines, en particulier celles contenant des groupements sulfhydriles (SH), sont très

sensibles aux attaques des radicaux libres et à l'oxydation (Cadet et al., 2002; Favier, 2003). Les

résidus de cystéine contenant des groupements SH peuvent subir des modifications oxydatives, ce

qui peut altérer leur structure et leur fonction.

Tableau 3: Récapitulatifs des effets des radicaux libres sur les cellules et de leurs cibles
biologiques. (Favier, 2003), (Valko et al., 2007)

-Cibles - Effets

Protéines Diminution de l’activité enzymatique

Lipides Dégâts membranaires / Oxydation

ADN Mutation

Résultats : altération de la structure et des fonctions cellulaires

6. Le paradoxe des radicaux libre et leurs rôles physiologiques
Effectivement, les radicaux libres sont des molécules à double tranchant, pouvant avoir des effets

bénéfiques ou nocifs selon leur quantité et leur emplacement dans le corps. Les radicaux libres

d'azote sont également essentiels à la vie car ils jouent un rôle important dans de nombreuses

fonctions biologiques essentielles. Ils sont produits par divers mécanismes physiologiques pour

éliminer les bactéries à l'intérieur des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour

réguler des processus cellulaires critiques tels que la mort cellulaire programmée (apoptose) et

l'adhésion des leucocytes (Migdal & Serres, 2011; Favier, 2003). En effet, le monoxyde d'azote est

impliqué dans de nombreux domaines de la médecine, tels que la croissance intra-utérine, la

prééclampsie, le transport au niveau du néphron, l'asthme bronchique, la cirrhose, le choc septique,

le cancer et l'infection par le VIH (Massion et al., 2002).

Les radicaux libres d'oxygène sont également impliqués dans la production d'énergie cellulaire,

la régulation du système immunitaire, la signalisation cellulaire, l'élimination des cellules

endommagées, la régulation des gènes et l'activation des facteurs de transcription. Ils jouent

également un rôle dans la formation de la mémoire et la régulation de la dilatation des vaisseaux

sanguins (Huet & Duranteau, 2008; Favier, 2003).
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Il est important de souligner que bien que les espèces réactives de l'oxygène (ERO) puissent être

dangereuses pour les cellules, certaines quantités sont nécessaires pour maintenir la physiologie

cellulaire normale (Rahman, 2007).

Lumière UV Oxydase

Oxygène singulet oxygène Peroxyde d’hydrogène

Cycle redox NADPH Superoxyde
Arginine Ox mitochondrie Dismutase Fe2+ cl-

Monoxyde d’azote Anion Superoxyde

Peroxynitrite radical hydroxyle

Nitration des Activation oxydation Peroxydation Oxydation
Protéines des cascades des protéines lipidiques de l’ADN

De kinases

Figure 6 : Origine des différents radicaux libres oxygénés/azotés et espèces réactives dans les
processus biologiques.(Favier, 2003)

7. Les antioxydants : prévention des maladies chroniques.

7.1 Introduction
Au 21 e siècle, la demande d’apport d’aliments antioxydants ou d’antioxydant alimentaire

augmente avec l’espoir de garder la santé humaine des maladies causés par les radicaux libres.

(Rajendran et al., 2014)

7.2 C’est Quoi un anti-oxydant
Le terme "anti-oxydant " fait référence à toute molécule capable de protéger les cellules du corps

contre les dommages causés par les radicaux libres. Les anti-oxydants sont des molécules

1O2 O2 H2O2

O2•NO• HOCL

ONOO OH•
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suffisamment stables qui neutralisent les radicaux libres en leurs donnant un électron

supplémentaire, ce qui réduisent leur capacité à endommager les cellules et à se déchaîner. Cela les

rend moins nocifs pour les cellules du corps. (K. Rahman, 2007) (Lobo et al., 2010)

7.3 Principaux antioxydants et mécanismes de défense cellulaire

7.3.1 Anti-oxydants naturels

Constituent l’essentiels des mécanismes de défenses de la cellule et ils peuvent être endogènes
ou exogènes.

7.3.1.1 Les anti-oxydants endogènes : qui peuvent être enzymatique et non enzymatique.

 Anti-oxydant enzymatique : sont à leur tour regroupés au sien des systèmes de

défense primaire et secondaire.

La principale défense est formée par ces trois enzymes capables de neutraliser

les radicaux libres :

 Glutathion peroxydase : il existe deux formes de cette enzyme, l’un qui est le

sélénium dépendant (GPx, EC 1.11.1.19) et l’autre indépendant du sélénium

(glutathion-s-transférase, GST, EC25.1.18). Chez l’homme il existe quatre types

différents de Se-dépendants glutathion peroxydases, de faible poids moléculaire,

et ceux-ci sont connues pour ajouter deux électrons réduire les peroxydes en

formant des sélénoles (Se-OH) et le propriétés anti-oxydants de ces séléno-

enzymes leur permettent éliminer les peroxydes comme substrats potentiels pour

la réaction de Fenton. (Alscher et al., 1997) (Chaudière & Ferrari-Iliou, 1999;

Matés et al., 1999; K. Rahman, 2007)

 Catalase (CAT) (EC1 .11.1.6) : cette enzyme est présente dans le peroxysome

des aérobies cellulaires tels que les hématies et les hépatocytes) elle est très

efficace pour catalyser la conversion du 6 millions molécules du peroxyde

d’hydrogène en l’eau et en oxygène chaque minute.(Sorg, 2004) (Matés et al.,

1999 ; Rahman, 2007)

 Superoxyde dismutase (SOD) (EC1.15.1.1) : c’est l’un des agents enzymatiques

intracellulaires les plus efficaces. Elle existe sous trois formes, la plus importante

a pour cofacteur le cuivre et le zinc (CuZn-SOD) et se trouve dans le cytoplasme,

une deuxième a pour cofacteur le manganèse (Mn-SOD) et est localisée dans la

mitochondrie, et une troisième a pour cofacteur le cuivre et zinc extracellulaire et

se trouve dans la lymphe et le plasma. Les trois formes catalysent la même

réaction, qui consiste à transformer les anions superoxyde en peroxyde

d’hydrogène (Zelko et al., 2002) (Pisoschi et al., 2016) (K. Rahman, 2007)
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La défense secondaire comprend : la glutathion réductase et le glucose-6-

phosphate déshydrogénase.(Gamble & Burke, 1984; Pisoschi et al., 2016)

Tandis que ces deux enzymes ne neutralisent pas directement les radicaux libres,

elles favorisent l’activité anti-oxydant endogène.(Carocho & Ferreira, 2013)

 Anti-oxydant non enzymatique :

Regroupent des composés à faible poids moléculaire qui peuvent être soit des

produits de synthèse tels que : le glutathion, l’acide dipeptide, l’acide alpha-

lipoïque, le coenzyme Q, soit des molécules issues du métabolisme cellulaire

telles que l’acide urique et des protéines telles que la ferritine, la bilirubine, la

métallothionéine et L-carnitine. Ces molécules contribuent à la défense

antioxydante secondaire en chélatant les métaux de transition, ce qui permet de

prévenir la formation des radical hydroxyle via la réaction de Fenton. (Kohen &

Nyska, 2002; Semalty et al., 2017) (Martinez-Cayuela, 1995)

Acide urique. Glutathion.

La bilirubine.
Figure 7 : Les structures d’acide urique, de Glutathion et de la bilirubine.
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7.3.1.2 Les anti-oxydants exogènes : pour cette deuxième catégorie, la source est représentée

par les denrées alimentaires, les produits pharmaceutiques et les compléments alimentaires, ils sont

importants pour lutter contre les ERO, lorsque les composés endogènes ne sont pas en mesure

d’assurer une protection complète.(Ahmad et al., 2014; Pisoschi et al., 2016; Ratnam et al., 2006)

Représentées par :

 Vitamine E : il s’agit d’une vitamine liposoluble existant sous huit formes

différentes, chez l’homme alpha-tocophérol est la forme la plus active. La

formation principale de la vitamine E est de protéger contre la peroxydation

des lipides, et empêchant leur propagation. (Rahman, 2007 ; Hensley et al.,

2004) (Liebler et al., 1986)

 Vitamine C (acide ascorbique) : est un anti-oxydant hydrosoluble, elle peut

réagir avec les ERO et former un radical semidehydroascorbate peu réactif.

Ses principaux partenaires anti-oxydants sont la vitamine E et les

caroténoïdes pour l’inhibition de la peroxydation lipidique. Cependant à forte

dose et en présence de quantités importantes de fer, la vitamine C peut

devenir pro-oxydante.(Denisov & Afanas’ ev, 2005) (K. Rahman, 2007)

 Caroténoïdes : ce sont principalement des pigments colorés présents dans les

plantes et les micro-organismes, présent dans le sang humain en quantité très

faible, leur activité antioxydante se pose en raison de la capacité de ceux-ci à

délocaliser des électrons non appariés. (Mortensen et al., 2001; K. Rahman,

2007) (Sies & Stahl, 1995)

 Flavonoïdes : sont en effet une large classe de métabolites végétaux

ubiquitaires et font partie du régime alimentaire humain. Ils ont suscité un

intérêt important en raison de leur action antioxydante et leur rôle potentiel

dans la prévention des maladies chroniques liées à l’âge.

Les flavonoïdes peuvent piéger les radicaux peroxyle et sont des inhibiteurs

efficaces de la peroxydation lipidique. De plus, ils peuvent chélater les

métaux redox-actifs et empêcher la dégradation catalytique du peroxyde

d’hydrogène.(K. Rahman, 2007; Rice-Evans, 2001; Schroeter et al., 2002;

Cao et al., 1997)
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Figure 8 : La structure d’acide ascorbique et d’alpha-tocophérol

Figure 9 : Les différentes classes de Flavonoïde selon: (Rousserie, 2019)
7.3.2 Anti-oxydants synthétiques

Ce sont des composés chimiques contenant des structures phénoliques ajoutés aux

aliments dans le but de prévenir le rancissement des lipides. Des exemples d'antioxydants

commerciaux incluent le BHA (butylhydroxyanisole), le BHT (butylhydroxytoluène), le

TBHQ (tert-butylhydroquinone), le PG (propyl gallate), l'OG (octyl gallate), et le 2,4,5 TBP

(trihydroxy butyrophénone). Ils sont utilisés comme additifs alimentaires pour empêcher

l'oxydation des lipides (Pisoschi et al., 2016; Yang et al., 2002) (Soares et al., 2003)
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8. Conséquences Pathologiques du stress oxydatif
La découverte des espèces chimiques permis de mieux comprendre les conséquences du stress

oxydatif sur la santé et la maladie.

Tableau 4: Les divers maladies liées où stress oxydatif

- Pathologie - Référence
-Les maladies où le stress oxydatif est la cause primordiale.

Cancer. (Klaunig, 2018)
Maladies auto-immunes. (Benhamou et al., 2014)
Cataracte. (Desmettre & Lecerf, 2005)

- Les maladies où le stress oxydatif est le facteur déclencheur.
Maladie d’Alzheimer. (Favier, 2006) (Gilbert et al., 2013)
Stérilité masculine. (Haiba et al., 2014)
Rhumatismes. (Afonso et al., 2007)
Asthmes. (Andrianjafimasy, 2020)

- Les maladies entrainant un stress oxydatif secondaire.
Diabète sucré. (Delattre et al., 2001) (Kabamba et al., 2014)
Insuffisance rénale. (Tbahriti et al., 2014)
Maladie de parkinson. (Jenner, 2003)
Anémie drépanocytaire. (Hierso, 2015)
Emphysème (BPCO). (Koechlin-Ramonatxo, 2006)
Cardiogenèse. (Klaunig & Kamendulis, 2004)

-Les maladies où le stress oxydatif joue un rôle complexe.
Athérosclérose. (Beaudeux et al., 2006) (Bonnefont-

Rousselot et al., 2002)
Lésions de respiration post-
ischémique.

(Beray-Berthat, 2003) (Pucheu, 1994)

Arthrite rhumatoïde. (Khither, 2019)
Neurodégénérative. (Emerit et al., 2004)
Huntington. (Browne et al., 1999)

9. Détection du stress oxydant chez les patients
Différentes méthodes utilisées pour évaluer le stress oxydatif dans l'organisme comprennent des

mesures directes telles que la chimiluminescence et la résonance paramagnétique électronique, ainsi

que des mesures indirectes utilisant des marqueurs immunohistochimiques. Les marqueurs

d'oxydation lipidique tels que le malondialdéhyde (MDA), le 4-hydroxynonénal (4-HNE), les

isopréstones et les anticorps anti-LDL oxydés sont utilisés. Les marqueurs d'oxydation protéique

incluent les protéines carbonylées comme la bityrosine, la L-Dopamine et l'orthotyrosine. Les

marqueurs d'oxydation nucléique comprennent l'8-OHDG. Pour évaluer les antioxydants, on mesure

le statut antioxydant total (SAT), les vitamines, les enzymes et les oligoéléments. La méthode du
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Trolox équivalent antioxydant capacité (TEAC) est utilisée pour mesurer l'activité antioxydante

totale, tandis que la quantification des enzymes comprend la superoxyde dismutase (SOD), la

glutathion peroxydase (GPx) et la catalase. La quantification des oligoéléments utilise la

spectrométrie d'absorption atomique.(Bensakhria, 2018)



Section 2 :

L'inflammation : Processus dynamique

de la réponse immunitaire
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1. Définition
L'inflammation est un processus immunitaire bénéfique qui vise à éliminer les agents pathogènes,

qu'ils proviennent de l'intérieur ou de l'extérieur du corps. (Marie-Céline Ray, 2016)

Elle peut être déclenchée par plusieurs facteurs tels que les infections causées par des micro-

organismes comme les bactéries, les virus et les parasites, les lésions physiques telles que les

traumatismes, les variations de température et les radiations, ainsi que les altérations tissulaires

telles que la nécrose ischémique et les réactions immunitaires comme les débris cellulaires, les

allergènes et les greffes.(Rousselet et al., 2005)

Les symptômes cliniques courants de l'inflammation incluent une chaleur locale et une douleur.

(Dr Anne-Christine Della Valle, 2019)

2. Catégories d’inflammation
Il y’a deux types principaux d’inflammation : l’inflammation aigue et l’inflammation chronique :

2.1 L’inflammation aigue
Est une réponse immédiate de l’immunité inné (Calder, 2013), qui permet la défense l’organisme

et le maintien de l’homéostasie(Fourrier, 2016), ses principales caractéristiques incluent

l’exsudation de liquides et protéines plasmatiques (œdème) ainsi que la migration des leucocytes

(principalement des neutrophiles) des vaisseaux sanguins vers le site inflammatoire (tissus blessé).

(Raghavendra et al., 2015)

Les premiers symptômes perceptibles de l’inflammation aigue sont la rougeur, la chaleur, la

douleur et œdème.(Paul-Eduard Neagoe, 2021)

2.1.1. Les différentes phases de l’inflammation aigue

L’inflammation aigue se compose de trois étapes distinctes, la première phase appelée :

 La phase vasculaire

La phase initiale de l'inflammation se caractérise par une brève vasoconstriction artériolaire de

quelques secondes, ce qui entraîne l'activation des plaquettes et la synthèse de thromboxane A2.

Cette substance joue un rôle dans l'agrégation plaquettaire et la vasoconstriction, limitant ainsi

l'entrée de l'agent pathogène dans l'organisme.(Harambat et al., 2012)

Cette vasoconstriction est suivie d'une vasodilatation des vaisseaux sanguins au site de

l'inflammation, accompagnée d'un œdème et de la migration des cellules inflammatoires vers les

tissus.(Paul-Eduard Neagoe, 2021)
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Cette étape est influencée par des médiateurs tels que l'histamine, la bradykinine, les

prostaglandines et le PAF.(Harambat et al., 2012)

 La phase cellulaire

Environ 6 heures après le début de l'inflammation, les premières cellules à migrer vers la zone

inflammatoire sont les polynucléaires. Ensuite, après environ 24 à 48 heures, les mastocytes et les

lymphocytes sont également recrutés. Ces cellules se dirigent directement vers la cause de

l'inflammation(Aggarwal et al., 2014), guidées par des substances chimiques appelées facteurs

chimiotactiques tels que le C3a, le C5a, les cytokines et le PAF.(Rousselet et al., 2005) Les

polynucléaires phagocytent (ingèrent) et libèrent des enzymes pour détruire l'agent pathogène,

tandis que les macrophages sont responsables du nettoyage de la zone inflammatoire et de

l'élimination des débris cellulaires et tissulaires..(Rousselet et al., 2005)

 La phase résolution

Cette phase est caractérisée par la réparation des tissus et la régénération des cellules

endothéliales, ainsi que par le remodelage tissulaire. On peut considérer cette étape comme

l'intervalle entre l'infiltration maximale des neutrophiles dans les tissus et leur élimination. Les

cellules endothéliales contribuent à la réparation de l'endothélium en utilisant diverses molécules

telles que la collagénase 1 ou 2. Les macrophages et les fibroblastes jouent également un rôle en

produisant de la fibronectine, des laminines et du collagène, qui sont des éléments essentiels pour la

reconstruction des tissus. (Aggarwal et al., 2014).

2.2. L’inflammation chronique
L’inflammation chronique est une forme d’inflammation qui persiste dans le temps, s’étalant sur

plusieurs mois voire plusieurs années. (Nikias Bertrand, 2023)

Elle survient lorsque inflammation aigue échoue, en raison d’une infiltration excessive de

leucocytes sur le site inflammatoire et d’une élimination inefficace de l’agent causal de

l’inflammation.(Rousselet et al., 2005)

Deux types de circonstance peuvent conduire à l’apparition de l’inflammation chronique (Fay et

al., 2016; Franceschi & Campisi, 2014) :

Soit une inflammation aigue évolue en inflammation prolongée subaigüe et chronique lorsque

l’agent pathogène initial persiste dans les tissus.

Soit une inflammation apparemment chronique se manifeste d’emblée, comme c’est le cas pour

les affections auto- immunes ou les mécanismes dysimmunitaires prédominent.
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Bien que la plupart des caractéristiques de l’inflammation aigue persistent dans l’inflammation

chronique il existe des différences (Pahwa et al., 2023) :

La phase vasculaire et cellulaire ne se succèdent pas mais coexistent tout au long de l’évolution

de l’inflammation (Habouche et MIMOUNE, 2019)

Des phénomènes de destruction tissulaire et de tentative de réparation sont également présente.

(Habouche et MIMOUNE, 2019)

Les macrophages sont au centre de la réaction inflammatoire chronique, tandis que les

lymphocytes et les plasmocytes sont souvent présents, en particulier s’il existe une cause

immunitaire à l’inflammation chronique. (Hajjaj, 2017)

3. Les cellules immunitaires et l'inflammation
Lors d’une réponse inflammatoire, les cellules inflammatoires sont recrutées vers le site de

l’inflammation, où elles s’accumulent et produisent des médiateurs et des effecteurs de

l’inflammation.

En plus de cette action, les cellules inflammatoires ont également la capacité d’ingérer les agents

pathogènes et de les détruire par phagocytose.

Parmi les cellules inflammatoires impliquées dans cette réponse, on peut citer les neutrophiles,

les monocytes, les macrophages, et les cellules dendritiques (Jean-Marc CAVAILLON, 2023)

2.1. Les mastocytes
Les mastocytes ont un rôle dans les réactions allergiques et anaphylactiques, et ils sont impliqués

dans l’immunité acquise et innée (Zhang et al., 2011). Ils se trouvent principalement dans les tissus

vascularisés tels que les muqueuses et les épithéliums, étant particulièrement abondants dans les

sites exposés à l’environnement, y compris la peau les voies respiratoires et gastro-intestinales.

Les mastocytes s'activent par dégranulation, libérant ainsi des molécules telles que l'histamine, la

sérotonine, les protéases, les médiateurs lipidiques, les cytokines et les chimiokines. Ces molécules

jouent un rôle dans la réponse immunitaire en activant les cellules B et favorisant la réponse

immunitaire humorale(Piconese et al., 2009)

2.2. Les monocytes
Les monocytes sont un type de leucocytes présents dans le sang et les tissus lymphatiques. Leur

rôle fondamental dans l’immunité consiste à isoler et à engloutir les germes, bactéries, Virus ou

autres micro-organismes nuisibles pour le corps. (Doctissimo, 2022)
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Ils sont équipés de récepteurs de chimiokines et de récepteurs de reconnaissance des agents

pathogènes, qui interviennent dans leur migration des vaisseaux sanguins vers les tissus

infectés.(Geissmann et al., 2010)

2.3. Les macrophages
Les macrophages sont des cellules de l’immunité innée ayant pour propriété d’absorber et de

détruire des particules volumineuses, telles que des cellules endommagées, des cellules âgées, mais

également des éléments étrangers tels que des bactéries, des virus, des champignons etc.., par le

biais de la phagocytose.(Vulgaris-medical 2000-2023, s. d.)

Dotés de plusieurs récepteurs de surface cellulaire, de médiateurs intracellulaires et de molécules

sécrétoires essentielles à la reconnaissance et à la destruction des agents pathogènes, ils jouent un

rôle majeur dans la phagocytose des microbes nuisibles. (Rousselet et al., 2005)

2.4. Les polynucléaires

2.4.1. Les polynucléaires neutrophiles (PNN)

Également appelées les granulocytes neutrophiles, jouent un rôle primordial lors de la première

phase de la réaction inflammatoire. (Descamps-Latscha & Witko-Sarsat, 1999) Leur mission

principale est de combattre les bactéries en les phagocytant et en les détruisant. Ils peuvent migrer

dans les tissus pour atteindre les sites d’infections. (Dr Claire Lewandowski, 2023)

Toutefois, une activation prolongée des granulocytes neutrophiles peut entraîner des lésions

tissulaires graves, pouvant mener à des maladies inflammatoires aiguës ou chroniques.(Hurtado-

Nedelec et al., 2014)

2.4.2. Les polynucléaires basophiles (PNB)
Les basophiles sont une catégorie rare de globules blancs dans le sang, représentant environ 1%

de leur population totale. Comme les autres types de globules blancs, leur rôle principal est de

défendre l'organisme contre les agressions, y compris en participant à la réponse inflammatoire

contre les bactéries, les virus, les parasites, etc.

Les basophiles possèdent des récepteurs de haute affinité pour le fragment FC des IgE, qui se

trouvent sur leur membrane. Bien qu'ils soient capables de phagocytose, leur fonction essentielle est

plutôt sécrétoire. En réponse à différents stimuli tels que des facteurs mécaniques, le froid ou des

antigènes chez les sujets allergiques, ils subissent une dégranulation, libérant ainsi leurs granules

dans le milieu environnant.
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Outre leur dégranulation, les basophiles peuvent également libérer d'autres substances, telles que

des amines vasoactives, au niveau du site inflammatoire ou lors d'une réaction d'hypersensibilité

immédiate. (Édit. 2018, s. d.)

2.4.3. Les polynucléaires éosinophiles (PNE)

Les éosinophiles sont des cellules riches en récepteurs membranaires, ce qui leur permet de

détecter et de réagir à une grande variété de signaux cellulaires tels que des cytokines, des

chimiokines, des médiateurs lipidiques et des molécules d'adhésion. De plus, ils expriment des

récepteurs pour différentes classes d'immunoglobulines, notamment IgE, IgA et IgG, ainsi que

des récepteurs TOLL qui les activent et les guident vers les tissus où ils s'accumulent.

Ces cellules éosinophiles sont principalement considérées comme des effecteurs et se retrouvent

dans le sang et les muqueuses.(Denise-Anne Moneret-Vautrin, s. d.)

2.5. Les lymphocytes
Sont des cellules impliquées dans la défense immunitaire, notamment dans le processus

inflammatoire, ils se divisent en trois groupes :

 Les lymphocytes T qui ont un rôle dans l’immunité cellulaire en détruisant les cellules

infectées.

 Les lymphocytes B qui produisent des anticorps et détruisent les molécules étrangères à

l’organisme. (Dr Anne-Christine Della Valle, 2022)

 Les lymphocytes NK, qui sont capables de tuer les cellules tumorales et infectées.

La contribution des lymphocytes dans la défense contre les infections (processus inflammatoire)

est prépondérante.(Narni-Mancinelli et al., 2013)

2.6. Les plaquettes
Sont des cellules sanguines de petites taille dépourvues de noyau qui circulent dans le sang.

Une fois qu’elles pénètrent dans les vaisseaux sanguins situés dans un foyer inflammatoire, elles

s’activent et produisent des médiateurs ayant une activité pro inflammatoire tels que les

eicosanoïdes, le thromboxane A-2, le 12-hete et le PAF.(Futura, 2001)

En outre, les plaquettes participent aux processus de réparation en produisant des facteurs de

croissance comme la fibronectine, le TGFB (facteur de croissance transformant), L’EGF (facteur de

croissance épidermique) et le PDGF (facteur de croissance dérivé des plaquettes).
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2.7. Les cellules endothéliales

Sont des cellules qui recouvrent la paroi interne des vaisseaux sanguins, assurant ainsi une

interface directe avec le sang et contribuant à l’intégrité des vaisseaux.(CCM Benchmark, 2022)

Elles jouent un rôle actif dans la défense de l’organisme contre les agents pathogènes, en recrutant

les leucocytes vers les sites infectieux, en libérant des médiateurs inflammatoires, et en favorisant

localement la coagulation, limitant ainsi la diffusion hématogène de l’infection. (Ait-Oufella et al.,

2008)

2.8. Les fibroblastes
Sont les cellules les plus importantes du tissu conjonctif, responsables de la synthèse des

macromolécules protéiques et polysaccharidiques de la matrice extracellulaire (MEC). Ils

produisent notamment le collagène et peuvent sécréter de nombreuses autres molécules telles que

des cytokines, des facteurs de croissance et des enzymes.

Les fibroblastes sont essentiels dans les processus de réparation tissulaire et contribuent à

l’entretien des réactions inflammatoires.(Vignot et al., 2017)

3. Les médiateurs d’inflammation

3.1. Les médiateurs cellulaires

3.1.1. Les médiateurs vasoactifs

Les médiateurs vasoactifs de l’inflammation comprennent notamment la sérotonine et
l’histamine.

4.1.1.1. La sérotonine

Stockée dans les plaquettes sanguines et les cellules chromaffines de la muqueuse intestinale,

stimule les fibres vasculaires et la disjonction des cellules endothéliales.(Bounihi, 2016)

4.1.1.2. L’histamine

Quant à l’histamine, mais elle est naturellement présente dans l’organisme et joue un rôle

physiologique important, mais elle est également largement impliquée dans les processus

inflammatoires et allergiques. Elle est principalement stockée dans les mastocytes et les

polynucléaires basophiles sous forme de complexes protéiques inactifs liés à l’héparine.(Anne-

Sophie Glover-Bondeau, 2020) Est libérée lors de la dégranulation des cellules phagocytaires et a

des propriétés chimiotactiques pour les phagocytes.(Bounihi, 2016)

4.1.2. Les cytokines

Les cytokines sont des petites protéines sécrétées par les cellules en réponse à différents stimuli.

Dans le cadre de la réponse immunitaire, elles permettent la communication entre les cellules
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immunitaires et l’orientation de la réponse en fonction de la nature du signal détecté.(Katia Mayol,

2021)

Ces cytokines peuvent être divisées en deux catégories : les médiateurs pro-inflammatoires

responsables de l’amplification de la réaction (voir tableau 5), et les médiateurs anti-inflammatoires

qui conjointement avec les protéines de la phase aiguë aident à la résolution de la réaction

inflammatoire et à la restructuration de l’intégrité des tissus (tableau 6).(Revuz, 2009)

Tableau 5 :Médiateur pro-inflammatoire. (AL DeFranco, M Robertson, RM Locksley - 2009
2009)

Médiateur pro inflammatoire
Cytokine La source Principales activités

IL-1 Macrophages, cellules
endothéliales, mastocytes.

Augmentation l’adhérence des
cellules endothéliales, production
des chimiokines.

IL-6 Fibroblastes, macrophages,
mastocytes,

Stimulation de recrutement des
monocytes, effets systémique

IL-12 Macrophages Production des IFN-gamma par
NK, augmentation de la
cytotoxicité des NK.

TNF-alpha Macrophages, mastocytes. L’augmentation de la perméabilité
vasculaire, activation des
phagocytes, cytotoxicité des NK.

IFN-gamma NK Phagocytose, et microbicide des
phagocytes.

Tableau 6 : Médiateur anti-inflammatoire. (AL DeFranco, M Robertson, RM Locksley - 2009
2009)

Médiateur anti-inflammatoire
Cytokine La source Principale activités
IL-10 Macrophages, cellules T Diminution de la production

des TNF, IL-12, diminution
de l’expression de B7 sur les
macrophages

TGF-BITA Macrophages, cellules T Effet anti-inflammatoire sur
les cellules endothéliales,
lymphocytes.

3.2. Les médiateurs plasmatiques

3.2.1. Les kinines plasmatiques

Les kinines sont des peptides présents dans le plasma sanguin qui ont des propriétés

vasodilatatrices et augmentent la perméabilité des vaisseaux sanguins. Elles stimulent également la
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libération de prostaglandines et de bradykinine, cette dernière étant la kinine la plus puissante et

active.

La bradykinine peut provoquer une constriction des vaisseaux sanguins, ce qui entraîne une

stagnation du flux sanguin au niveau des capillaires.(Lecomte et al., 1973)

3.2.2. Le système de complément

Le système de complément fait partie intégrante du système immunitaire inné et exerce plusieurs

fonctions de défense d’inflammation et de régénération tissulaire.

Son activation entraine l’opsonisation des agents pathogènes et leur élimination par phagocytose,

ainsi qu’une attraction chimiotactique des phagocytes et des macrophages vers le site d’infection.

(Edimara S. Reis, Dimitrios C. Mastellos, George Hajishengallis & John D. Lambri, 2019)

3.3. Les médiateurs lipidiques

3.3.1. Les Eicosanoïdes

Les leucotriènes, thromboxanes et prostaglandines sont des substances dérivées de l’acide

arachidonique qui ont un rôle essentiel dans la réponse inflammatoire.

Les leucotriènes augmentent la perméabilité des capillaires et attirent les polynucléaires grâce à

leur chimiottractivité.

Les prostaglandines, quant à elles entrainent une vasodilatation locale, favorisent l’œdème et

l’afflux de leucocytes, tandis que les thromboxanes stimulent l’agrégation plaquettaire.(Sanchez-

Muñoz et al., 2008)

4. Les pathologies inflammatoires

Les pathologies inflammatoires sont le résultat d'une réponse anormale du système immunitaire

qui peut affecter différents organes et tissus du corps, tels que le système nerveux, digestif, cutané et

les articulations.

Ces pathologies inflammatoires sont regroupées en trois catégories distinctes :

 Les maladies auto-inflammatoires.

 Les maladies auto-immunes systématiques et localisées.

 Les affections inflammatoires d'origine indéterminée. (Dr F. Reinaud, 2018)
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Les maladies auto-inflammatoires monogéniques sont liées à des anomalies génétiques qui

affectent les protéines de l'immunité innée. Elles se caractérisent par des épisodes inflammatoires

sans présence d'infection, accompagnés d'un syndrome inflammatoire biologique marqué, mais sans

la présence d'anticorps circulants.

Parmi les maladies auto-inflammatoires les plus connues, on trouve celles médiées par IL-1,

telles que la fièvre méditerranéenne familiale associée aux mutations de NLRP3 et les

cryopyrinopathies. (Georgin-Lavialle et al., 2018)

Quant aux maladies auto-immunes, elles sont causées par un dysfonctionnement du système

immunitaire qui attaque les composants normaux de l'organisme, telles que le diabète de type 1, la

sclérose en plaques ou la polyarthrite rhumatoïde. (Sadallah & Schifferli, 2018)

5. Les anti-inflammatoires
Les médicaments anti-inflammatoires sont destinés à combattre l’inflammation, quelle que soit

sa cause. Ces médicaments sont symptomatiques, c’est-à-dire qu’ils ne s’attaquent pas à la cause

sous-jacente de l’inflammation mais seulement à ses manifestations.

Il existe deux catégories de médicaments anti-inflammatoires : les anti-inflammatoires

stéroïdiens (AIS) et les anti-inflammatoires non stéroïdiens.

5.1. Les anti-inflammatoires stéroïdiens
Sont très puissants et inhibent toutes les étapes de la réaction inflammatoire, y compris la

vasodilatation, l’œdème et la migration des leucocytes.

Ils agissent en se liant à des récepteurs spécifiques et en induisant la synthèse protéique, comme

la licoportine qui inhibe la phospholipase A2.(Dejean & Richard, 2013)

Les anti-inflammatoires stéroïdiens inhibent également l’expression de nombreuses protéines

pro-inflammatoires telles que les cytokines et les chimiokines, les molécules d’adhésion, le COX-2

et le NO-synthase.(Devillier, 2005)

Ils inhibent la maturation des monocytes en macrophages et la migration des polynucléaires

éosinophiles (Dussauze et al., 2007).

Cependant, l’administration prolongée de ces médicaments peut réduire la défense de

l’organisme et provoquer des perturbations et endocriniennes. (Henzen 2003 ; Strehl, Spies, et

Buttgereit 2011)
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5.2. Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS)
Les anti-inflammatoire non stéroïdiens sont une classe de médicaments qui agissent en bloquant

la production de prostaglandines, des substances impliquées dans les processus inflammatoires. Ces

médicaments sont largement utilisés pour leur efficacité dans le soulagement de la doule la

réduction de fièvre et l’atténuation de l’inflammation à des doses plus élevées.(Bien utiliser les

anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS), s. d.) Cette triple action est due à leur capacité à

inhiber les enzymes COX1 et COX2.

La COX1est une enzyme constitutive qui joue un rôle régulateur dans plusieurs processus

physiologiques tels que la protection gastrique, la coagulation sanguine, l’homéostasie vasculaire et

la fonction rénale.

En revanche, la COX2 est une enzyme inductible dont la production est stimulée par des

molécules inflammatoires telles que le TNF-alpha et l’IL-1, pour réduire les effets secondaires

associés à la prise d’ANID, des médicaments plus sélectifs de la COX2 appelés coxibs, ont été

développés.

Toutefois, il convient de noter que ces médicaments peuvent avoir des effets indésirables,

notamment sur le système cardiovasculaire.(Tréchot & Jouzeau, 2014)

5.3. Les anti-inflammatoires végétales
Les plantes ont longtemps été utilisées dans la médecine traditionnelle pour traiter différentes

maladies inflammatoires. Les composés actifs présents dans les plantes sont de nature chimique

variée, et des recherches ont montré que les polyphénols, en particulier les flavonoïdes,

possèdent des propriétés anti-inflammatoires. Ces propriétés sont liées à leur capacité à

influencer le fonctionnement du système immunitaire en agissant sur différents mécanismes

cellulaires dans différents modèles d'inflammation.(Benkhaled, 2019)



Section 03 :

Relation entre inflammation et

stress oxydatif.
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1. Introduction
L'inflammation et le stress oxydatif sont étroitement liés et contribuent tous deux au

développement de nombreuses maladies. (Biswas, 2016) Les dommages oxydatifs causés par les

espèces réactives de l'oxygène (ROS) jouent un rôle clé dans l'inflammation. Les ROS produits

pendant la réponse inflammatoire aident à éliminer les agents pathogènes, mais s'ils persistent

pendant de longues périodes, ils peuvent favoriser le stress oxydatif et les maladies chroniques liées

à l'inflammation. À leur tour, les processus inflammatoires peuvent également causer des

dommages oxydatifs. Certains de ces dommages sont irréversibles, tandis que d'autres sont

réversibles et peuvent initier des cascades de signalisation appelées "signalisation redox".

(Chatterjee, 2016)

Cependant, l'échec des essais cliniques sur les antioxydants peut être attribué à l'incapacité de

cibler spécifiquement à la fois l'inflammation et le stress oxydatif, à l'utilisation simultanée d'agents

antioxydants et anti-inflammatoires ou à l'utilisation d'agents non sélectifs qui peuvent bloquer

certaines voies tout en exacerbant d'autres. Les chercheurs ont donc entrepris de réexaminer les

bases du stress oxydatif et de l'inflammation, ainsi que leur relation et leur dépendance, afin de

mieux comprendre ces processus et de développer de nouvelles approches thérapeutiques. (Biswas,

2016)

Lipides
Protéines ADN

Mutation

Stress oxydatif Transformation
cellulaire

Carcinogenèse

Inflammation

Figure 10 : Interrelation entre les ERO, le stress oxydatif, l’inflammation, la physiologie et la
pathologie cellulaires.(Chatterjee, 2016)
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1. ROS et stress oxydatif : activateurs inflammatoires.

2.1. Facteurs de transcription pro-inflammatoires
Les facteurs de transcription redox-sensibles, tels que le facteur nucléaire kappa B (NF-KB), sont

généralement inactifs et localisés dans le cytoplasme de la cellule, liée à une protéine inhibitrice

appelée (IKB). Lorsque l’IKB est phosphorylée par une sérine kinase appelée inhibiteur de la NF-

KB kinase (IKK), elle se dégrade, libérant ainsi le NF-KB qui peut alors se transloquer dans le

noyau de la cellule. Là, soit seul, soit en combinaison avec d’autres facteurs de transcription, il peut

induire l’expression de plusieurs gènes codant pour des protéines inflammatoires. Des études

montrées que l’activation de NF-KB nécessite des espèces réactives de l’oxygène (ERO) provenant

de sources endogènes ou exogènes. Le peroxyde d’hydrogène est la principale espèce réactive de

l’oxygène qui active ce facteur de transcription. (Chatterjee, 2016 ; Bonizzi et al., 1999 ; Li et al.,

2006) (Biswas, 2016)

Il a également été démontré que la modification des bases de l’ADN induite par les ROS peut

induire une inflammation. La réparation par excision de la base d’une base d’ADN

endommager/modifiée par oxydation (7,8 dihydro-8-oxoguanine) par la 8-oxoguanine-ADN

glyoxalase-1 induit une cascade de signalisation qui aboutit à l’activation de la voie NF-KB,

entrainant l’expression de gènes pro-inflammatoires et de facteurs inflammatoires et l’accumulation

de cellules inflammatoires. (Biswas, 2016)

La famille de facteurs de transcription nucléaire appelée "facteur nucléaire des lymphocytes T

activés " (NFAT) régule la croissance et la différenciation musculaires, la formation de cytokines,

l’angiogenèse et d’autres processus. NFAT est activé par la phosphatase calcineurine, qui est à son

tour activée par des niveaux élevés de calcium intracellulaire. Divers ROS/métaux sont connus pour

augmenter le calcium intracellulaire et cela peut représenter un mécanisme probable par lequel les

métaux activent NFAT. (Valko et al., 2007)

Outre le NF-KB, d’autre facteurs de transcription, tels que la protéine activatrice-1 (AP-1), le

facteur inductible par l’hypoxie (HIF-1α), le récepteur gamma de l’activateur de la prolifération des

peroxysomes (PPAR-γ), la B-caténine/W nt et facteur nucléaire comme 2 (Nr f-2), ont également

été observés comme étant régulés par les ROS. L’activation se produit principalement via leur

libération d’une translocation complexe et subséquente dans le noyau où il peut activer l’expression

de gènes spécifiques qui ont des sites de liaison à l’ADN pour le facteur de transcription dans sa

région promotrice. Ces facteurs de transcription peuvent modifier des certaines de gènes qui

induisent l’expression de molécules d’adhésion cellulaire (CAM), de facteurs de croissance (tels

que le facteur de croissance endothélial vasculaire, VEGF), de cytokines et de chimiokines.
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Les cytokines sont des médiateurs de l’inflammation. Elles se lient à leurs récepteurs respectifs

et initient la production de ROS ou activent des kinases ou des facteurs des transcriptions qui

conduisent à l’induction d’autres signaux inflammatoires. Les chimiokines d’un poids moléculaire

faible (7-15 KDa), sont une sous-classe de cytokines qui se lient à leurs récepteurs respectifs.

Certains d’entre eux sont libérés au site de l’infection et entraînent une réaction inflammatoire.

Dans l’ensemble, les cytokines et les chimiokines induisent le recrutement de sous-ensembles bien

définis de cellules immunitaires telles que les leucocytes, les neutrophiles, les

polymorphonucléaires (PMN), les macrophages, les cellules dendritiques (Chatterjee, 2016 ;

Espinosa-Diez et al., 2015 ; Rahman et al., 2004 ; Teissier et al., 2004 ; Verstrepen & Beyaert,

2014)

2.2. Récepteur et non-récepteur tyrosine kinase
Diverses cytokines et facteurs de croissance se liant à des récepteurs différents ont été rapportés

pour induire la production de ROS dans les cellules non phagocytaires. Les récepteurs de Facteurs

de croissance sont des tyrosines kinases (RTK) qui jouent un rôle clé dans la transduction du signal

extracellulaire vers le cytoplasme et le noyau. Ces signaux sont transmis via l’activation des voies

de signalisation des protéines kinases activées par des mitogènes (MAPK). La production de ROS

suite à l’activation des récepteurs de facteurs de croissance inclut le récepteur du facteur de

croissance épidermique (EGF), le récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF),

et le récepteur du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF). (Valko et al., 2007 ; Mulder,

2000 ; Neufeld et al., 1999)

En plus des récepteurs tyrosine kinase, plusieurs protéines kinase non-récepteurs (PTK)

appartenant à la famille Src kinases et Janus kinase (JAK) sont également activées par ROS. Par

exemple, le peroxyde d’hydrogène et le radical superoxyde induisent la phosphorylation de la

tyrosine de plusieurs PTK dans différents types de cellules, y compris les fibroblastes, les

lymphocytes T et B, les macrophages et cellule myéloïdes. La Src activée se lie aux membranes

cellulaires par myristylation et active les voies de signalisation MAPK, NF-kB et PI3K (voir la

figure 14). (Valko et al., 2007 ; Abe & Berk, 1999)

2.3. Inflammasome NLRP3
L'inflammasome NLRP3 est une structure multiprotéique impliquée dans le processus

inflammatoire. Il s'agit d'un complexe formé par le récepteur NLRP3 (NOD-like receptor family,

pyrin domain-containing 3) et d'autres protéines, telles que l'ASC (Apoptosis-associated speck-like

protein containing a CARD) et la caspase-1. L'inflammasome NLRP3 est activé en réponse à divers

signaux de stress, tels que les dommages cellulaires, les infections ou les substances étrangères. Son
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activation conduit à la maturation et à la libération de cytokines pro-inflammatoires, comme

l'interleukine-1β (IL-1β), et contribue ainsi à la réponse inflammatoire. L'inflammasome NLRP3 est

associé à plusieurs maladies inflammatoires et chroniques, et son dysfonctionnement peut avoir des

conséquences néfastes sur la santé. (Chatterjee, 2016 ; Zhou et al., 2010, 2011)

2.4. Le 8-isoprostane
Le 8-isoprostane, produit final de l’acide arachidonique appartenant aux isoprostames F2 et

marqueur du stress oxydant, s’est avéré augmenter l’expression de la chimiokines inflammatoires

IL-8 dans les macrophages humains par l’activation de protéines kinases activées par des mitogène

(MAP kinase).(Biswas, 2016)

2.5. Les protéines tyrosine phosphatases PTP
Les protéines tyrosine phosphatases (PTP) sont probablement les cibles directes les mieux

caractérisées des ROS. L’inactivation réversible des PTP par les ROS joue un rôle important dans le

contrôle redox et la signalisation cellulaire. Il a été démontré que l’inhibition des PTP par les ROS

peut déclencher directement les PTK. Les effets des ROS se produisent en ciblant les résidus de

cystéine des sites actifs des phosphatases de tyrosine. Les résidus de cystéine sont les plus

susceptibles d’être endommagés par l’oxydation par le peroxyde d’hydrogène et d’autres oxydants,

produisant des intermédiaires d’acide sulfénique qui peuvent réagir avec des thiols pour former des

disulfures PTP inactifs sur le plan catalytique. Le radical superoxyde a également été démontré pour

réguler l’activité des PTP très efficacement, en particulier PTP-1B via les résidus de cystéine.(Valko

et al., 2007a; Salmeen & Barford, 2005)

Probablement, l’effet le plus significatif de la rencontre et ROS sur les voies de signalisation a

été observé sue les vies de la protéine kinase activée par les mitogènes MAPK, la figure 11 résume

l’activation de voies de signalisation MAPK. (Valko et al., 2007 ; Sun & Oberley, 1996)
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Figure 11 : Voies de signalisation MAPK induites par les ROS.(Valko et al., 2007)
2.6. Toll-like récepteurs
L’activation des TLR (récepteurs Toll-like) joue un rôle important dans l’inflammation

déclenchée par le stress oxydant. Les TLR sont des protéines transmembranaires qui régulent la

production de médiateurs inflammatoires en réponse à des ligands microbiens (PAMPs) ou à des

molécules endogènes (DAMPs) libérées lors de conditions de stress oxydatif. Les voies de

signalisation TLR induisent des cascades de transduction de signal qui aboutissent à l’activation de

facteurs de transcriptions, tels que NF-KB, qui déclenchent la production de cytokines et de

chimiokines pro-inflammatoires. Les protéines de choc thermique (Hsp) sont identifiées comme

l’un des premiers DAMPs potentiels à activer la signalisation TLR4-dépendante après un stress

oxydatif, et leur mobilisation pourrait représenter un lien entre le stress oxydatif et l’inflammation.

(Gill et al., 2010)
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Figure 12 :Modèle proposé de l’activation des TLR par les DAMPs dans les lésions
d’éshémie/reperfusion.(Gill et al., 2010)

3. Inflammation : une cause majeure de stress oxydatif
Comme le stress oxydatif peut induire une inflammation, le processus inflammatoire peut

également induire un stress oxydatif.

Au cours du processus inflammatoire, les cellules phagocytaires activées, telles que les

neutrophiles et les macrophages, produisent de grandes quantités d’espèces réactives de l’oxygène

(ERO) notamment le superoxyde, le peroxyde d’hydrogène, les radicaux libres hydroxyle, l’oxyde

nitrique, le Peroxynitrite et l’acide hypochloreux pour tuer les agents envahisseurs.

Dans des conditions inflammatoires pathologiques, il peut y avoir une génération exagérée

d’espèces réactives, et certaines de ces espèces réactives peuvent diffusent hors des cellules

phagocytaires, induisant ainsi un stress oxydant localisé et des lésions tissulaires.

Cependant, outre la production directe d’espèces réactives par les cellules phagocytaires

professionnelles, les cellules non phagocytaires peuvent également en produire en réponse aux

cytokines pro-inflammatoires. (Biswas, 2016 ; Fialkow et al., 2007)

Les espèces réactives de l’oxygène et de l’azote générées par les macrophages et les neutrophiles

(Figure 13) lorsqu’ils rencontrent un antigène ou un allergène ont montré leur implication dans les

troubles du système immunitaire. Ce phénomène de génération de radicaux libres est connu sous le

nom de bouffée oxydative, qui est accomplie par l’implication de la NADPH oxydase, présente à la
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surface de la membrane des neutrophiles. La NADPH oxydase, qui est une enzyme produisant des

oxydants réactifs, ou la synthase d’oxyde nitrique inductible (iNOS) exprimée dans les cellules

phagocytaires activées, produisent à la fois des espèces réactives de l’azote et de l’oxygène, qui sont

discutées en détail dans le premier chapitre. (Soomro, 2019 ; Edwards, 2005 ; Heyneman &

Vercauteren, 1984)

Figure 13 : Espèces radicalaires libres générées lors de l’inflammation.(Soomro, 2019)
La NADPH oxydase est un complexe de protéines qui produit du superoxyde (O2-) en donnant

un électron de NADPH à l’oxygène moléculaire (O2). Cela déclenche la bouffée respiratoire, une

étape clé de la défense immunitaire contre les agents pathogènes bactériens et fongiques. Cependant,

la NADPH oxydase peut être activée anormalement lors de l’inflammation, entraînant une

production excessive de superoxyde et de H2O2, qui peuvent devenir toxiques en présence de chlore

et de la myélopéroxydase. (Soomro, 2019 ; Qin et al., 2004)

La costimulation du TLR produit un stress oxydatif avec un déséquilibre de la production de

cytokines pro-inflammatoires. En outre, la cytokine inflammatoire IL-6 s’est avérée produire des

ROS par une expression accrue de la NADPH oxydase 4 (NOX4). La surexpression de NOX4 s’est

également avérée augmenter la production d’IL-6, et une boucle de rétroaction réciproque positive a

été trouvée entre IL-6 et NOX-4, les deux médiateurs de l’inflammation et du stress oxydatif,

respectivement.(Biswas, 2016; Lavieri et al., 2014)

Les ROS générés par les cellules inflammatoires stimulent également les voies qui conduisent à

l’amplification de l’inflammation. L’activation induite par les ROS des kinases, telles que la

protéine kinase C (PKC), la c-jun-N-terminal kinase (JNK) et la protéine kinase activée par le

mitogène p38 (MAPK), conduit à l’activation des facteurs de transcription. Ces derniers

déclenchent la génération de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines. Une fois déclenchés,
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ces cytokines et chimiokines se lient à leurs récepteurs respectifs, tels que les récepteurs dérivés du

facteur de croissance épidermique (EGFR), qui sont connus pour générer les ROS. Ainsi les ROS

sont à la fois en amont et en aval du cycle inflammatoire.

En plus, de faciliter la production de cytokines telles que le facteur de nécrose tumorale alpha

( TNF-α), les interleukines (IL-1 et IL-6) et les chimiokines telles que les protéines chimiotactiques

monocytes-1 et 2 (MCP-1/2), la protéine inflammatoire des macrophages (MIP-1/2) et RANTES

(régulé par l’activation normale des cellules T exprimée et sécrétée), l’induction de ROS (via la

transcription facteur (NF-KB) stimule également l’expression de l’inhibiteur de l’activateur du

plasminogène-1 (PAI-1), du facteur d’inhibition de la migration des macrophages (MIF), de la NOS

inductible (iNOS) et des métalloprotéinases matricielles MMP-9 et MPP-2 qui sont tous important

dans le recrutement et l’adhésion de divers sous-ensembles de cellules. (Chapple, 1997 ;

Chatterjee, 2016 ; Ferrara et al., 2003 ; Ye, 2009)

Figure 14 : Vue d’ensemble de l’interdépendance entre le stress oxydatif et l’inflammation.
(Lorsque le stress oxydatif apparaît comme un trouble primaire, l’inflammation se développe

comme un trouble secondaire et amplifie davantage le stress oxydatif. D’un autre côté,
l’inflammation en tant que trouble primaire peut induire le stress oxydatif comme un trouble

secondaire qui peut à son tour amplifier l’inflammation). (Biswas, 2016)
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4. Stress oxydatif et syndromes inflammatoires chroniques
L’une des observations les plus remarquables concernant le rôle du stress oxydant dans les

maladies humaines et son implication commune. Il été maintenant largement admis que le stress

oxydant contribue de manière significative à toutes les maladies inflammatoires telles que l’arthrite,

la vascularite, la glomérulonéphrite et le syndrome de détresse respiratoire de l’adulte, ainsi qu’aux

maladies ischémiques telles que la cardiopathie, l’accident vasculaire, cérébral et l’ischémie

intestinale. Le stress oxydant est également impliqué dans des maladies telles que

l’hémochromatose, le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), l’emphysème, la

transplantation d’organes, les ulcères gastriques, l’hypertension, et la prééclampsie, ainsi que dans

des maladies neurologiques telles que la sclérose en plaques, la maladie d’Alzheimer, la maladie de

parkinson, et bien d’autres.(McCord, 2000)

4.1. Maladies vasculaires
L’endothélium normal possède des propriétés anticoagulantes et anti-inflammatoires, et favorise

la vasodilatation par la production d’oxyde nitrique (NO), de prostacycline et d’autre

vasodilatateurs.

Dans diverses maladies, l’endothélium peut devenir dysfonctionnel, favorisant la thrombose et

perdant son influence vasodilatatrice. Un mécanisme majeur responsable d’un dysfonctionnement

endothélial est la production excessive de ROS (voir figure 15 et 16). Les ROS peuvent altérer la

production de NO, stimuler l’expression des gènes pro-inflammatoire et augmenter les mécanismes

procoagulants endothéliaux. Il a été démontré que la dysfonction précède les maladies vasculaires et

la formation de lésions athérosclérotiques.(Guzik & Harrison, 2006)
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Figure 15 : Les principales espèces réactives de l’oxygène (ERO), leurs interaction et conséquences
biologiques.(Guzik & Harrison, 2006)

Figure 16 : Interaction oxyde nitrique-superoxyde dans la pathogenèse de l’athérosclérose.(Guzik
& Harrison, 2006)

Le monoxyde d'azote (NO) joue un rôle crucial dans la régulation de la fonction vasculaire. Il est

produit par l'enzyme synthase d'oxyde nitrique endothéliale (eNOS) en réponse à des stimuli

physiologiques tels que le flux sanguin ou des substances comme la bradykinine. Le NO présente de

nombreux effets bénéfiques, notamment en activant la guanylate cyclase soluble (sGC) et en

induisant la relaxation des muscles lisses des vaisseaux sanguins, ce qui régule le flux sanguin et la

pression artérielle. De plus, le NO modifie la fonction des canaux ioniques, la signalisation

intracellulaire et l'expression des gènes, et inhibe le recrutement de leucocytes et l'adhésion et

l'agrégation des plaquettes. La dysfonction endothéliale, caractérisée par une diminution de la

biodisponibilité du NO, peut être causée par divers mécanismes affectant sa production ou sa

dégradation. La production excessive de radicaux libres d'oxygène (ROS) est le principal

mécanisme conduisant à une diminution des niveaux de NO dans les vaisseaux sanguins.(Guzik &

Harrison, 2006; Fridovich, 1995)

Plusieurs mécanismes peuvent altérer la biodisponibilité du NO par le biais des ROS. Tout

d'abord, le superoxyde réagit rapidement avec le NO pour former le peroxyde de nitrite, un puissant

oxydant, ce qui est particulièrement important dans les conditions conduisant à la dysfonction

endothéliale. Deuxièmement, les ROS peuvent oxyder le cofacteur tétrahydrobioptérine (BH4)

nécessaire à la synthèse du NO par l'eNOS, conduisant à une production d'oxyde nitrique induisant

la production de superoxyde plutôt que de NO. Troisièmement, les ROS peuvent altérer la

production de NO en oxydant le centre zinc-thiolate de l'eNOS. Quatrièmement, l'interaction entre

le peroxyde d'hydrogène (H2O2) et la myélopéroxydase (MPO) peut également affecter la
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disponibilité du NO. Enfin, les ROS peuvent perturber les actions du NO sur les muscles lisses des

vaisseaux sanguins en bloquant l'activation de SERCA et en augmentant les niveaux de calcium

intracellulaire, ce qui altère la relaxation vasculaire et la fonction endothéliale. (Guzik & Harrison,

2006 ; Laursen et al., 1997 ; Adachi et al., 2004 ; Mugge et al., 1991 ; Ohara et al., 1995 ; Zou et

al., 2002)

4.2. Néphropathie diabétique
Le stress oxydatif joue un rôle clé dans le développement de la néphropathie diabétique. Il est

causé par des altérations de l'équilibre redox résultant de l'hyperglycémie persistante et de

l'augmentation des produits finaux de glycation avancée (AGEs). Ces facteurs affectent le système

rénine-angiotensine et le signal du facteur de croissance transformant bêta (TGFβ), entraînant une

inflammation chronique, une hypertrophie glomérulaire et tubulaire, ainsi qu'une fibrose rénale

caractérisée par l'accumulation de cellules mésangiales, le dépôt de la matrice extracellulaire (MEC)

et des altérations des membranes tubulaires et glomérulaires, des podocytes et de l'apoptose. Ces

dysfonctionnements redox conduisent à des manifestations telles que l'albuminurie, la protéinurie,

la glomérulosclérose et la fibrose tubulo-interstitielle.(Miranda-Díaz et al., 2016; Manda et al.,

2015)

Le stress oxydatif agit comme un déclencheur, un modulateur et un lien dans les mécanismes

pathologiques de la néphropathie diabétique. Les marqueurs classiques du stress oxydatif sont

fréquemment présents dans le sérum, l'urine et divers organes de patients atteints de cette maladie,

notamment les produits de peroxydation des lipides et les groupes carbonyles des protéines.

(Miranda-Díaz et al., 2016; Tucker et al., 2015)

L'interaction entre les produits finaux de glycation avancée (AGEs) et leurs récepteurs (RAGEs)

induit la production intracellulaire de radicaux libres d'oxygène, déclenchant des réponses

inflammatoires et profibrotiques. Les AGEs et les RAGEs peuvent également s'auto-induire,

contribuant ainsi à la détérioration rénale. Il est essentiel de tenir compte du facteur d'âge, car il

active des cascades pathologiques, soulignant l'importance d'une approche préventive et

thérapeutique précoce de la néphropathie diabétique, axée non seulement sur le contrôle glycémique,

mais aussi sur la limitation du stress oxydatif et de la formation d'AGEs.(Miranda-Díaz et al., 2016 ;

Bohlender et al., 2005)

4.3. Maladie d’Alzheimer
Comme dans d'autres systèmes organiques, les cellules du cerveau sont soumises à un stress

oxydatif et métabolique cumulatif, qui peut être une caractéristique universelle du processus de

vieillissement et un facteur causal majeur du vieillissement. En raison de sa composition riche en
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acides gras insaturés facilement oxydables, de sa consommation élevée d'oxygène et de sa relative

pauvreté en enzymes antioxydantes par rapport à d'autres organes, le cerveau est particulièrement

vulnérable aux dommages causés par les radicaux libres..(Nunomura et al., 2006)

Les dommages oxydatifs jouent un rôle dans la maladie d'Alzheimer. Lorsque les espèces

réactives de l'oxygène (ROS) ou les espèces réactives de l'azote (RNS) réagissent avec les

biomolécules, des dommages oxydatifs ou nitrosatifs se produisent, qui peuvent être détectés en

mesurant des produits spécifiques résultant de ces dommages. Dans les cerveaux des personnes

atteintes de prédisposition à la maladie d'Alzheimer (PCAD) et d'Alzheimer, les niveaux de

dommages oxydatifs à différentes molécules sont augmentés. Par exemple, les niveaux de

carbonyles de protéines (PC) sont élevés dans les régions riches en plaques séniles contenant des

peptides bêta-amyloïdes (Aβ), mais ils sont normaux dans les régions du cerveau sans plaques

riches en Aβ. Même chez les patients atteints de déficit cognitif léger amnésique (MCI), les

dommages oxydatifs sont significativement élevés, avec des niveaux élevés de PC dans le cerveau

ou le liquide céphalorachidien (LCR).

L'augmentation de la peroxydation lipidique est également confirmée dans les cerveaux ou le

LCR de patients atteints de la maladie d'Alzheimer, du MCI et dans les hippocampes de personnes

prédisposées à la maladie d'Alzheimer, avec des niveaux accrus d'hydroxy-2-nonenal conjugué à la

protéine (HNE), de F2-isoprostanes et de F4-isoprostanes. Des niveaux élevés de 3-nitrotyrosine (3-

NT) sont également observés, suggérant des processus de stress oxydatif et nitrosatif. (Butterfield

& Halliwell, 2019 ; Cecchi et al., 2002 ; Coyle & Puttfarcken, 1993 ; Halliwell & Gutteridge,

2015 ; Nunomura et al., 2004 ; Saunders et al., 1993)
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Figure 17 : Catabolisme du glucose et de la synthèse de l’ATP et de leur dysfonctionnement
oxydatif dans les cerveaux atteints de la maladie d’Alzheimer (AD) et du trouble cognitif léger

amnésique.(Butterfield & Halliwell, 2019)
4.4 Les troubles cérébraux
Le stress oxydatif joue un rôle pathogène dans les maladies inflammatoires chroniques, et il est

associé à des dommages tels que les protéines oxydées, les produits glyqués et la peroxydation

lipidique. Ces altérations sont principalement observées dans les troubles cérébraux, entraînant des

dégénérescences neuronales.

Les espèces réactives de l'oxygène (ROS) générées dans les tissus cérébraux peuvent affecter la

communication synaptique et non synaptique entre les neurones, ce qui conduit à une

neuroinflammation, la mort cellulaire, et ultimement à une neurodégénérescence et à une perte de

mémoire. (Hussain et al., 2016 ; Popa-Wagner et al., 2013)



 CHAPITRE 2
PROCEDURE EXPEREMENTALE
(Matériel et méthode)
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1.Matériels

1.1 Matériel végétal

Le choix d'une plante du genre Linum pour mener une étude phytochimique et évaluer son

activité biologique est motivé par plusieurs raisons. Tout d'abord, les plantes de ce genre sont

connues pour leur richesse en composés chimiques naturels, tels que les flavonoïdes (Tutin et al.,

1976). les lignanes et les acides phénoliques (Chabaud, 2015).Ces composés ont démontré des

propriétés pharmacologiques intéressantes, notamment des activités antioxydantes, anti-

inflammatoires, antimicrobiennes, et anticancéreuses (Bruneton J, 1999).

De plus, le genre Linum comprend différentes espèces qui présentent une variabilité importante

dans leur composition chimique. Cela offre une opportunité de sélectionner une espèce spécifique

qui pourrait contenir des composés d'intérêt pour l'étude en question.

En outre, certaines plantes de ce genre, telles que le lin (Linum usitatissimum), sont largement

utilisées dans l'alimentation humaine et possèdent des propriétés bénéfiques pour la santé,

notamment en raison de leur teneur élevée en acides gras oméga-3 et en fibres alimentaires (J

McDill, 2009).

En résumé, le choix d'une plante du genre Linum pour une étude phytochimique et d'évaluation

d'activité biologique repose sur sa richesse en composés bioactifs, sa diversité chimique et son

potentiel pour fournir des produits naturels ayant des applications dans le domaine de la santé et de

la médecine.

1.1.1. Présentation de linum (lin)

Tableau 7 : Présentation du linum. (Iris MAKOTO .2023)

N. scientifique Linum

Famille Linacées

Floraison Jaune, bleu, rouge, blanc

Type Fleur

Végétation Vivace ou annuelle selon les espèces

Feuillage Caduc

Hauteur Jusqu’à 60 cm selon les espèces

Plantation Printemps

Acidité Neutre
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1.1.2. Culture

La culture du lin de printemps est particulièrement vulnérable au stress hydrique dès le début de

sa floraison, qui se produit généralement en juin. Par conséquent, il est recommandé d'éviter de

planter cette culture sur des sols qui ont tendance à se dessécher rapidement et qui sont peu

profonds. Il est préférable de choisir des parcelles qui se réchauffent rapidement au printemps, ce

qui favorisera une germination rapide des graines.

En outre, le lin de printemps est une culture peu compétitive et sensible à la concurrence des

mauvaises herbes. Les options chimiques pour le désherbage sont malheureusement limitées. Par

conséquent, il est fortement conseillé de cultiver le lin de printemps dans des parcelles présentant

une faible densité de mauvaises herbes. (Zoé Le Bihan .2020)

1.1.3. Description botanique

Le linum, est une plante herbacée annuelle, elle est largement cultivée dans le monde entier pour

ses fibres textiles et ses graines oléagineuses. Voici une description botanique détaillée du linum :

 Apparence générale le linum présente une tige droite et dressée, atteignant une hauteur

allant de 50 centimètres à un mètre. La tige est mince et peu ramifiée, ce qui confère à la

plante une apparence élancée.

 Feuilles : les feuilles du linum sont nombreuses et disposées de manière alternée le long de

la tige. Elles sont sessiles, ce qui signifie qu’elles sont directement attachées à la tige sans

pédoncule. Les feuilles sont lancéolées, c’est-à-dire qu’elles ont une forme allongée et

étroite, ressemblant à une lance. Elles sont entières, c’est-à-dire qu’elles n’ont pas dents ou

de lobes le long de leurs bords. Les feuilles ont une couleur vert glauque distincte et sont

caractérisées par trois nervures longitudinales parallèles.

 Fleurs : les fleurs du linum sont de couleur bleu pâle et sont portées par de longs

pédoncules. Elles sont arrangées en inflorescences en forme de corymbe, ce qui signifie

qu’elles sont regroupées en grappes aplaties à sommet plat ou légèrement convexe. Les

fleurs sont légèrement pédicellées, ce qui signifie qu’elles ont de courts pédoncules qui les

attachent à l’inflorescence.

 Graines : les graines du linum sont de petite taille, brunes et luisantes. Elles sont oblongues,

ce qui signifie qu’elles ont une forme allongée avec des extrémités arrondies. Les graines

sont aplaties sur les deux faces, ce qui leur confère une apparence légèrement ovale. Elles

sont enveloppées d’un épisperme contenant du mucilage, une substance gélatineuse. À

l’intérieur de la graine, il Ya un embryon contenant de l’huile siccative, qui a la capacité de

sécher en formant un film dur et résistant. Les graines de linum contiennent également de
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l’amidon et d’autre composés qui contribuent à leur composition nutritionnelle. (Tutin et al.

1976).

Figure 18 : Fleurs et gaines de Lin.

1.1.4. Classification

Le genre Linum appartient à la famille des Linaceae, qui comprend environ 260 espèces réparties

dans deux sous-familles : les Hugonioideae et les Linoideae. La sous-famille Linoideae est la plus

étendue, comprenant environ 210 espèces réparties dans huit genres différents, dont le genre Linum.

Ce dernier est le genre-type de la famille Linaceae et compte le plus grand nombre d'espèces

(McDill et Simpson, 2011).

Les grands clades du genre Linum sont généralement identifiés en fonction des études

phylogénétiques et de la classification du genre. Deux grands clades sont couramment reconnus

dans le genre Linum (McDill et Simpson, 2011) :

Clade des fleurs bleues : Ce clade regroupe les espèces de Linum qui ont principalement des

fleurs bleues. Il est généralement subdivisé en sections Linum et Dasylinum. Les espèces de ce

clade partagent des caractéristiques communes telles que des fleurs bleues, des feuilles lancéolées et

des tiges droites.

Clade des fleurs jaunes : Ce clade regroupe les espèces de Linum qui ont principalement des

fleurs jaunes. Il comprend généralement les sections Cathartolinum, Linopsis et Syllinum. Les

espèces de ce clade se distinguent par leurs fleurs jaunes et d'autres caractéristiques morphologiques

spécifiques.
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1.1.5. Quelques espèces de genre linum

Le genre linum compte plusieurs espèces, dont voici quelques exemples :

Tableau 8 : Présentation de quelques espèces de genre linum (Olivier Filippi 2007 ; Judy Hubert
2022 ; Jean-Paul Peltie s. d. ; Conall 2011 ; Franck Le Driant 2020)

Les espèces Type

biologique

(plante)

Description Figure

Linum

usitatissimum

Annuelle

bisannuelle

10 à 60cm, fleur

bleu clair. Port

dressé.

Linum strictum Annuelle 10 à 40 cm, fleur

jaune d’or à

jaune paille. Port

dressé raide en

piquet de tente.

Linum

catharticum

Annuelle parfois

vivace en climat

plus frais

2 à 30 cm ; fleur

blanche. Porte

lâche plus ou

moins mêlé à la

végétation.

Linum narbonense Vivace 20 à 60cm, fleur

bleue. Port

dressé raide

balancé par le

vent.
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1.2. Matériel animale

 Afin d'évaluer l'effet de toxicité par le biais d'un test larvicide, des larves vivantes du ver de

farine Tenebrio molitor ont été acquises auprès d'un fournisseur d'insectes.

 Cette étude a utilisé des rats mâles de souche Wister albinos pour prélever leur sang en vue

d'étudier l'activité anti-inflammatoire in vitro. Les rats ont été élevés dans l'animalerie du

département de biologie animale de l'Université des Frères Mentouri Constantine 1, qui est

affiliée à la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie.

1.3. Les réactifs

 Les composés suivants ont été utilisés pour l'extraction : eau distillée, méthanol,

acétate d'éthyle, n-butanol et chloroforme.

 Les substances suivantes ont été utilisées dans les activités antioxydantes : DPPH,

méthanol, ABTS, persulfate de potassium, tampon phosphate, ferricyanure de

potassium, TCA, chlorure ferrique (FeCl3), phénanthroline, nitrate d'argent, citrate

trisodique et acide chlorogénique.

 Les composés suivants ont été utilisés lors de l'étude des activités anti-inflammatoires :

acide gallique, eau distillée, eau physiologique, tris base (NH2C(CH2OH)3), chlorure

de sodium (NaCl), tampon phosphate salin (0,9% et 0,36%).

 Les éléments suivants ont été utilisés pour les activités enzymatiques : enzyme alpha-

amylase, amidon (0,1%), HCl, solution IKI, tampon phosphate, NaCl.

 Le méthanol a été utilisé pour l’effet de toxicité.

 Dans le cadre de l'évaluation de l'activité antioxydante, les standards suivants ont été

utilisés : alpha-tocophérol, BHA, BHT, Trolox et acide ascorbique. Pour les tests de

l'activité anti-inflammatoire, les standards utilisés étaient l'acide gallique et le

diclofénac.

1.4. Les appareils

 Evaporateur rotatif

 Balance de précision

 Agitateur magnétique avec plaque chauffante

 Ampoule à décanté
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 Tubes à essais, Eppendorfs et héparinés

 Entonnoir

 Eprouvette

 Bécher

 Spatule

 Pince

 Papiers filtres

 Etiquettes

 Contenants de culture (boites en plastiques)

 Milieu de culture (farine d’avions)

 Microplaques

 Spectrophotomètre UV visible

 Spectrophotomètres de microplaques

 Micropipettes

 Ph mètre

 Centrifugeuse avec réfrigérateur

 Bain marie

 Etuve

 Vortex

 Barreau magnétique

2. Méthode

2.1. Préparation des extraits

Ce travail a été réalisé dans deux laboratoires distincts. Le premier est le Laboratoire d'Obtention

des Substances Thérapeutiques (LOST) et le deuxième est le laboratoire de biochimie du Centre de

Recherche en Biotechnologie (CRBT) de Constantine.

2.1.1. Préparation de la plante

Les parties aériennes de la plante du genre Linum, telles que les tiges, les feuilles et les fleurs,

ont été utilisées pour mener diverses analyses. Ces parties ont été séchées à température ambiante

dans un endroit sec, bien ventilé et à l'abri de la lumière directe du soleil. Une fois parfaitement

sèches, la plante a été mécaniquement broyée jusqu'à obtenir la quantité nécessaire de matériel

végétal requis pour les expériences.
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2.1.2. Extraction

2.1.2.1. Extraction solide-liquide

L'extraction solide-liquide est une méthode couramment utilisée pour extraire des composés

d'une substance solide en les dissolvant dans un solvant liquide. Cette technique implique la mise en

contact de la substance solide avec le solvant, ce qui permet la dissolution des composés souhaités

dans le solvant.

Le matériel végétal séché a été soumis à une technique de macération. Il a été placé dans un

mélange de solvants composé de 70% de méthanol et de 30% d’eau. Cette macération a été réalisée

à température ambiante pendant une durée de trois jours afin d'extraire les principes actifs de la

plante. Après la période de macération, le mélange a été filtré pour obtenir un macérât homogène,

qui a ensuite été laissé à reposer pendant une nuit.

Le filtrat obtenu après le repos a été recueilli dans un ballon à fond rond. Ce ballon a ensuite été

placé dans un évaporateur rotatif réglé à 45°C sous pression. Cette étape a permis d'éliminer le

système solvant (eau/méthanol) et de concentrer la solution jusqu'à obtenir un extrait brut concentré.

Cette étape a été répétée trois fois en ajoutant à chaque fois une nouvelle quantité de solvant

(pendant 3 jours pour chaque répétition). La quantité d'extrait brut hydrométhanolique a été

mesurée à l'aide d'une méthode de pesée précise. Après avoir été laissé à reposer pendant 24 heures,

l'extrait brut hydrométhanolique a été utilisé pour préparer différents extraits organiques en utilisant

différentes méthodes d'extraction.

Tableau 9 : Les solvants utilisés dans la macération et leurs propriétés physiques.

-Solvant polaire -Formule chimique -Température

d’ébullition

-Masse volumique

Méthanol CH3-OH 65°C 0.791 g.mL-1

Eau H-O-H 100°C 1.000 g.mL-1

2.1.2.2. Extraction liquide-liquide

L'extraction liquide-liquide est une technique de séparation des composés chimiques qui sont

dissous ou mélangés dans une solution liquide. Elle permet de transférer les composés d'une phase

liquide à une autre phase liquide non miscible, en utilisant généralement des solvants appropriés.

Cette méthode exploite les différences de solubilité des composés dans les solvants choisis, ce qui

permet l'isolement et la purification des composés d'intérêt à partir d'un mélange complexe.
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Pour cette extraction, nous avons minutieusement sélectionné quatre solvants présentant des

polarités différentes, afin de couvrir une large gamme de composés actifs en fonction de leurs

degrés de polarité. Les solvants choisis sont les suivants : l'éther de pétrole, le chloroforme

(CHCl3), l'acétate d'éthyle (EtOAc) et le n-butanol (n-BuOH). Chaque solvant possède des

propriétés spécifiques qui peuvent influencer le rendement de l'extraction, comme illustré dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 10 : Les solvants des différentes polarités utilisés dans l’extraction liquide-liquide et leurs
propriétés physiques.

-Solvant -Formule chimique -Température

d’ébullition

-Masse volumique

-Solvants apolaires

Ether d’éthylique CH3-CH2-O-CH2-

CH3

35°C 0.713 g.mL-1

Chloroforme CHCl3 61°C 1.48 g.mL-1

-Solvants polaires

Acétate d’éthyle CH3-C(=O) -O-CH2-

CH3

77°C 0.894 g.mL-1

N-butanol CH3-CH2-CH2-CH2-

OH

118°C 0.810 g.mL -1

 Phase aqueuse

Pour obtenir la phase aqueuse, le mélange d'extrait brut a été mélangé avec 100 mL d'eau

distillée. Ce processus permet de solubiliser les composés présents dans l'extrait brut et de

former la phase aqueuse. Une agitation vigoureuse a été réalisée afin de garantir une

homogénéisation adéquate et de favoriser la dissolution complète des composés dans l'eau.

 Extrait d’Ether de pétrole

Pour extraire les composés solubles dans le solvant éther, 200 mL de ce solvant ont été

ajoutés à la phase aqueuse contenue dans une ampoule fermée. Le mélange a été

vigoureusement agité, puis régulièrement dégazé pour éliminer l'excès de pression. Ensuite,

le mélange a été laissé au repos afin de permettre la séparation et la décantation des deux

phases. Cette procédure d'extraction a été répétée trois fois en ajoutant à chaque fois 200
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mL d'éther, garantissant ainsi une extraction plus complète des composés solubles dans ce

solvant. La phase d'éther obtenue a été récupérée et concentrée à l'aide d'un rotavapeur

réglé à 45°C. Parallèlement, la phase aqueuse restante a été soumise à une nouvelle

extraction avec un solvant plus polaire.

 Extrait chloroformique

Pour extraire les composés solubles dans le chloroforme, 200 mL de ce solvant sont ajoutés

à la phase aqueuse obtenue précédemment lors de l'extraction avec l'éther. Le mélange est

agité puis laissé à décanter, permettant aux deux phases de se séparer distinctement. Une

fois la séparation clairement établie, nous récupérons les deux phases séparément. Cette

procédure est répétée trois fois en ajoutant à chaque fois 200 mL de chloroforme. Ensuite,

la phase organique, qui contient les composés d'intérêt, est concentrée en utilisant un

rotavapeur réglé à 45°C, tandis que la phase aqueuse restante subit une extraction

supplémentaire en utilisant un solvant encore plus polaire.

 Extrait acétate d’éthyle

Pour extraire les composés solubles dans l’acétate d’éthyle, 200 mL de ce solvant sont

ajoutés à la phase aqueuse résultante de l’extraction précédente. Le mélange est ensuite

agité et laissé à décanter, permettant aux deux phases de se séparer. Nous récupérons les

deux phases distinctes une fois que leur séparation est nette. Cette procédure est également

répétée trois fois en ajoutant à chaque fois 200 mL de l’acétate d’éthyle. La phase

organique obtenue est concentrée par le rota vape à 45°C, tandis que la phase aqueuse

restante subit une extraction supplémentaire en utilisant un solvant encore plus polaire.

 Extrait n-butanolique

Pour extraire les composés solubles dans le n-butanol, un volume de 200mL de ce solvant

est ajouté à la phase aqueuse résultante de l’extraction précédente. Le mélange est agité et

laissé à décanter, permettant aux deux phases de se séparer. Nous récupérons les deux

phases distinctes une fois la séparation est nette. Cette procédure est répétée trois fois en

ajoutant à chaque fois 200 mL de n-butanol. La phase n-butanolique est ensuite récupérée

et concentrée par le rota vape à une température de 63°C.

Après avoir terminé toutes les extractions, les extraits obtenus ont été Regroupés en ajoutant

quelques gouttes de méthanol, puis transférés dans des boites de Petri. Les boites ont été laissées à

sécher dans un endroit bien ventilé afin de permettre l’évaporation du solvant. Par la suite, les

boîtes ont été stockées dans une étuve pour préserver la qualité et la stabilité des extraits en vue de

leur utilisation ultérieure. Les extraits sont maintenant prêts pour être à être utilisés dans

différentes applications et activités ultérieures.
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Figure 19 : Récapitulatif d’extraction solide-liquide, liquide-liquide de la plante étudiée.

 Rendement
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Le rendement est une mesure du pourcentage de l’extrait sec obtenu après le séchage, par

rapport à la masse initiale de la poudre végétale soumise à l’extraction. Pour le calculer, on utilise

la formule suivante :

�% =
�
�0

× 100

Où R est le rendement exprimé en pourcentage (%), M est la masse en gramme de l’extrait sec

obtenu et M0 est la masse en gramme de la poudre végétale utilisée.

2.2. Les activités biologiques

2.2.1. Les activités anti-oxydants

(Le présent travail a été effectué dans le laboratoire 05 de biochimie, situé au Centre de

Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRBT)).

L’étude de l’activité antioxydante est importante en biochimie car elle permet de mesurer la

capacité d’une substance à prévenir ou réduire les dommages causés par les radicaux libres sur les

cellules et les tissus.

Au cours de cette étude, nous avons réalisé une étude in vitro de l’activité antioxydante de la

plante étudiée, en utilisant cinq méthodes différentes : la méthode de piégeage des radicaux libres

DPPH, La méthode de piégeage des radicaux libres ABTS, la méthode de mesure du pouvoir

réducteur (FRAP), la méthode de réduction par la formation du complexe Fe+2-phenonthroline, et la

formation de nanoparticules d’argent (SNP).

2.2.1.1. L’activité de piégeage des radicaux libres DPPH

L’évaluation de l’activité de piégeage des radicaux libres par la méthode des DPPH est une

technique couramment utilisée en biochimie pour évaluer le potentiel antioxydant d’une molécule.

Cette méthode est considérée comme l’une des méthodes colorimétriques les plus standardisées et

les plus faciles pour évaluer les propriétés antioxydantes des composés purs.(Mishra et al., 2012)

2.2.1.1.1. Principe

Le principe de cette méthode a été conceptualisée par Blois en 1958, qui a montré pour la

première fois que les radicaux libres peuvent être piégés par des molécules antioxydantes. Le DPPH

est un radical stable en solution qui apparaît de couleur violette et absorbe à 515 nm dans le

méthanol. Ce test repose sur le principe que le radical DPPH, lorsqu’il accepte un atome

d’hydrogène (H) de la molécule antioxydante piégeuse, est réduit en DPPH2, entraînant une
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réduction de la couleur violette en jaune avec une diminution concomitante de l’absorbance à 515

nm. (Mishra et al., 2012) (Blois, 1958)

Figure 20 : Réduction de DPPH par un antioxydant (Hatano et al., 1988)

2.2.1.1.2. Protocole

Pour préparer une solution de DPPH (0,1mM) : il faut dissoudre 6 mg de DPPH dans un

solvant approprié tel que le méthanol, dans un volume final de 100 mL. Agiter la solution pendant

quelques minutes jusqu’à dissolution complète de la DPPH. La solution de DPPH peut être

conservée dans un flacon hermétique et stocké à une température appropriée, généralement à l’abri

de la lumière et à température ambiante, pendant quelques mois au maximale.

En se basant sur le protocole de Blois de 1958, le test a été effectué sur une microplaque de 96

puits, chacun ayant un volume de 200 µL. 40 µL d’extraits de plante (éther, chloroforme, acétate

d’éthyle, n-butanol), dilués à diverses concentrations (de 0 à 4 mg/mL), ont été combinés avec 160

µL d’une solution de DPPH préparée dans le méthanol. Le mélange a été incubé pendant 30 min à

température ambiante, à l’abri de la lumière, avant que l’absorbance ne soit mesurée à 517 nm par

rapport à un blanc composé de 160 µL de la solution de DPPH et de 40 µL du solvant utilisé.
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Les normes de comparaison utilisées dans des conditions réactionnelles identiques comprennent

le BHA, BHT et l’α-tocophérol.

Après avoir utilisé une lecture de microplaques pour mesurer l’absorbance, le pourcentage

d’inhibition (%PI) est calculé à l’aide de la formule suivante :

��% =
������é ������� �� ����� − ������é ������� �� �'é�ℎ��������

������é ������� �� �����
× 100

En mesurant la cinétique de cette activité, on peut déterminer les concentrations qui entraînent

une inhibition de 50% (IC50).

L’IC50 est un indicateur de l’efficacité antioxydante de l’extrait, exprimé en termes de

concentration. Cette valeur correspond à la concentration d’extrait nécessaire pour éliminer 50%

des radicaux DPPH dans la solution réactionnelle. Plus l’IC50 est bas, plus l’efficacité antioxydante

de l’extrait est élevée.

2.2.1.2. L’activité de piégeage du radical ABTS●+

2.2.1.2.1. Principe

Le test ABTS est une technique spectrophotométrique qui se base sur la formation d’un radical

cationique stable et coloré bleu-vert (ABTS●+) à partir de l’ABTS, également connu sous le nom

d’acide 2,2’-azino-bis-(3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), agissant comme donneur de H●,

permet la réduction de ce radical, entraînant sa décoloration suite à un transfert d’électron. Cette

méthode a été développée en 1999 par Re et ses collaborateurs.

L’évaluation de l’activité antioxydante totale des extraits de plante est réalisée en mesurant leur

capacité à inhiber le radical ABTS●+ obtenu à partir de l’ABTS. La décoloration du radical est

quantifiée par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 734 nm, et les résultats sont comparés à

des antioxydants de référence tels que le BHT et le BHA. (Marc et al., 2004 ; Re et al., 1999)
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Figure 21 : Formation et réduction du radical ABTS●+ par un antioxydant donneur de H● (Miller et
al., 1996)

2.2.1.2.2. Protocole

Pour préparer une solution du ABTS●+ : nous combinons l’ABTS (7 mM) avec le persulfate

de potassium (K2S2O8) (2,45 mM) afin de favoriser la formation de l’ABTS●+. Le mélange est laissé

à réagir pendant 12 à 16 heures, à l’abri de la lumière et à température ambiante. Par la suite, nous

diluons le mélange avec de l’eau distillée jusqu’à obtenir une absorbance de 0,7 ± 0,02 à 734 nm.

Le protocole utilisé dans cette étude est une adaptation du protocole décrit par Re et ses

collaborateurs en 1999. Pour cela, 40 µL d’extraits de plante (éther, chloroforme, acétate d’éthyle,

n-butanol) à différentes concentrations (0.4 mg/mL) ont été déposés en triplicata dans une

microplaque, puis 160 µL d’ABTS●+ ont été ajoutés. La microplaque a ensuite été maintenue à

température ambiante, à l’abri de la lumière, pendant 10 minutes avant de mesurer l’absorbance à

734 nm par rapport à un blanc préparé dans les mêmes conditions en utilisant le solvant (MeOH) à

la place de l’extrait de plante. Cette méthode permet d’obtenir une mesure en point final,
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directement proportionnelle à la concentration en antioxydants. L’activité ABTS+ a été exprimée en

pourcentage et calculée en utilisant l’équation suivante :

��% =
������é ������� �� ����� − ������é ������� �� �'é�ℎ��������

������é ������� �� �����
× 100

Les normes de comparaison utilisées dans des conditions réactionnelles identiques comprennent

le BHA, BHT et l’α-tocophérol.

En mesurant la cinétique de cette activité, on peut déterminer les concentrations qui entraînent

une inhibition de 50% (IC50).

L’IC50 est un indicateur de l’efficacité antioxydante de l’extrait, exprimé en termes de

concentrations. Cette valeur correspond à la concentration d’extrait nécessaire pour éliminer 50%

des radicaux ABTS dans la solution réactionnelle. Plus l’IC50 est bas, plus l’efficacité antioxydante

de l’extrait est élevée.

2.2.1.3. L’activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

2.2.1.3.1. Principe

Le test FRAP (pouvoir antioxydant réducteur ferrique) est une méthode permettant d’évaluer la

capacité des antioxydants à réduire le fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe ferricyanure de

potassium K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe2+). Ce test est considéré comme direct et rapide, et il est

couramment utilisé pour déterminer l’activité antioxydante d’un extrait à l’étude. Lorsque le Fe2+

est révélé, il se produit un changement de couleur du jaune vers le bleu-vert, et l’intensité de cette

coloration est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre de microplaques à une longueur d’onde de

700 nm. (Li et al., 2008 ; Chung et al., 2002)
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Figure 22 :Mécanisme réactionnel du test FRAP. (Miller et al., 1996)
2.2.1.3.2. Protocole

Pour évaluer le pouvoir réducteur des extraits, nous avons utilisé une méthode basée sur le

protocole décrit par (Oyaizu, 1986), avec des modifications mineures.

Pour préparer le tampon phosphate buffer à PH=6,6 : nous commençons par préparer deux

solutions de travail : une solution de dihydrogénophosphate de sodium (NaH2PO4) à 0,2 M et une

solution d’hydrogénophosphate de sodium (Na2HPO4). Ensuite nous ajoutons la solution de travail

de NaH2PO4 dans un bécher propre tout en mesurant le PH à l’aide d’un pH-mètre. Lorsque le pH

atteint environ 6,6, nous ajoutons lentement de petites quantités de la solution de travail de

Na2HPO4 tout en continuant à mesurer le PH.

Pour préparer la solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 à 1% : dissolvons 1g de

K3Fe.(CN)6 dans 100 mL d’eau.
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Pour préparer la solution de tris-cloro-acide acétique (TCA) à 10% : dissolvons 1g de TCA

dans 10 mL d’eau. Cette solution est utilisée pour arrêter la réaction d’oxydation, précipiter les

protéines, et former un complexe avec le Fer réduit.

Pour préparer la solution de ferrique chloride FeCl3 (0,1%) : dissolvons 0,1 g de FeCl3 dans

100 mL d’eau. Cela permet de former un complexe coloré.

Dans chaque puits de la microplaque à 96 puits, nous versons 10 µL de l’extrait (éther,

chloroforme, acétate d’éthyle, n-butanol) dilués à différentes concentrations (0 à 4 mg/mL). Ensuite,

nous ajoutons 40 µL de tampon phosphate (pH=6,6) tout en mélangeant, suivi de l’ajout de 50 µL

de solution de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6) à 1% que nous mélangeons soigneusement.

Nous plaçons la microplaque dans une étuve à 50 °C pendant 20 minutes pour l’incubation.

Après l’incubation, nous ajoutons les solutions qui nous avons préparons précédemment à chaque

puits par la manière suivante : 50 µL d’acide trichloracétique (TCA) à 10%, 10 µL de solution de

chlorure ferrique (FeCl3) à 0,1%, 40 µL d’eau distillée.

N’oublions pas de préparer un puits de contrôle blanc où nous remplaçons l’extrait par du

méthanol (MeOH) pour vérifier la Baseline de l’absorbance.

Après l’ajout des solutions, nous mesurons l’absorbance de chaque puits à une longueur d’onde

de 700 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques.

Calculons la capacité antioxydante relative des échantillons en utilisant une échelle de référence,

exprimée en A0,5 (µg/mL), correspondant à la concentration présentant une absorbance de 0,50.

Utilisons des standards tels que l’acide ascorbique et l’α-tocophérol dans les mêmes conditions

réactionnelles pour obtenir des valeurs de référence.

2.2.1.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2.phenanthroline

2.2.1.4.1. Principe

Il s’agit d’une méthode simple basée sur la formation d’un complexe Fe+2.phenanthroline à

partir du fer aqueux dans sa forme réduite (Fe+2), qui peut être quantifié par spectrophotométrie.

Ce complexe est formé en présence de 1-10-phenanthroline (également connue sous le nom

d’orthophénanthroline) dans une solution acide (PH3.4).

Ce complexe, également appelé férroïne, présente une couleur rouge-orangée foncée. Il s’agit de

l’indicateur d’oxydoréduction le plus largement utilisé en chimie. Ce complexe octaédrique soluble

et stable en solution aqueuse peut être mesuré en termes d’absorbance à une longueur d’onde de 510
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nm à l’aide d’un spectrophotomètre de microplaque. (R. K. Adhikamsetty, N. R. Gollapalli, S. B.

Jonnalagadda s. d.; Belcher 1973)

Figure 23 : Formation du complexe Fe+2 phénanthroline (Apak et al. 2007)
2.2.1.4.2. Protocole

La méthode utilisée pour évaluer l’activité de réduction par la formation du complexe

Fe+2.phénanthroline des extraits est basée sur la procédure décrite par

« SZYDLOWSKA.CZERNIAKA « (Szydłowska.Czerniak et al. 2008).

Les solutions réactionnelles sont préparées en commençant par la solution de phénanthroline

(0,5%) (0,05 g de 1,10. phénanthroline dans 10mL de méthanol), suivie par solution de chlorure

ferrique FeCl3(0,2%) (0,02 g de FeCl3 dans 10 mL d’eau).

Dans les puits, 10 µL des extraits à différentes concentrations sont ajoutés, suivis de l’ajout

de 50 µL de FeCl3(0,2%), puis 30 µL de phénanthroline (0,5%) sont ajoutés à la solution. Enfin,

110 µL de méthanol sont ajoutés, sans oublier le blanc (suivant la même méthode, mais en

remplaçant l’extrait par du méthanol). Le mélange est agité vigoureusement et incubé pendant

20 minutes à 30°C dans une étuve, puis l’absorbance est mesurée à une longueur d’onde de 50

nm.

Les résultats sont calculés en termes de A0,5(µg/mL), correspondant à une concentration

présentant une absorbance de 0,50.

Les composés BHT et BHA sont utilisés comme standards dans les mêmes conditions

réactionnelles.
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2.2.1.5. Activité de SNP (silver nanoparticles assay)

2.2.1.5.1. Principe

Les techniques nanotechnologiques sont couramment basées sur la détermination colorimétrique

de la capacité antioxydante totale.

La méthode des nanoparticules d’argent (SNP) repose sur la formation de nanoparticules à partir

du sel d’argent (Ag(l)) avec du citrate, qui agit en tant qu’agent réducteur (il est converti en

dicarboxylate d’acétone) (Belcher 1973), et en tant que stabilisant des SNP. Cette méthode permet

de mesurer les propriétés antioxydantes des échantillons étudiés (Luqmon Azeez, Agbaje Lateef &

Segun A. Adebisi s. d.).

L’absorption caractéristique par résonance plasmonique de surface « SPR « des SNP(Ag.NPs) est

utilisée pour la mesure colorimétrique, car l’ajout d’antioxydants provoque une augmentation de la

taille du noyau et de la coquille des Ag.NPs initialement formées (Belcher 1973b).

En raison de la faible polarité et du faible pouvoir dissolvant des solvants organiques, les

transferts d’électrons se produisent rarement dans ces milieux. Par conséquent, la réaction a lieu

dans un milieu aqueux, où la plupart des composés antioxydants importants en science alimentaire

et en biochimie peuvent être oxydés par l’agent (Ag(l)), grâce à son potentiel inférieur à 0,8V, qui

est proche de celui des réactifs colorimétriques TAC largement utilisés tels que l’ABTS, le FRAP et

le DPPH.

Figure 24 : Réaction de SNP avec Trisodium de citrate.
2.2.1.5.1. Protocole

L’activité du SNP (nitroprussiate de sodium) dans les extraits est déterminée selon la méthode

décrite par Mustafa Özyürek. (Özyürek et al. 2012).

La première étape consiste à préparer les solutions réactionnelles en commençant par la

préparation d’une solution de nitrate d’argent (AgNOO3) à une concentration de 1Mm. Cela est

réalisé en mélangeant 0,170g de nitrate d’argent avec 100 mL d’eau. Ensuite, on prépare une
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solution de Trisodium citrate à une concentration de 1% en mélangeant 1g de Trisodium citrate

avec 100 mL d’eau.

Ensuite, sur une plaque chauffante munie d’un agitateur magnétique, on place un bécher

contenant un volume de 50 mL de la solution d’AgNO3(1,0mM) et on le chauffe pendant 10

minutes. Après cela, on ajoute lentement 5mL de la solution de Trisodium citrate (1%) au

bécher avec agitation contenue jusqu’à ce que la couleur de la solution vire au jaune pâle.

Ensuite, on laisse la solution refroidir à température ambiante dans le laboratoire.

Une fois que la solution de SNP est prête, on verse dans les puits d’une microplaque 20 µL de

l’extrait à différentes concentrations. Ensuite, on ajoute 130 µl de la solution de SNP et on

termine par l’ajout de 50 µl d’eau. Il est important de réaliser un blanc en remplaçant l’extrait

par du méthanol (MeOH). Le mélange est incubé à 25°C pendant 30 minutes, puis la lecture de

l’absorbance est effectuée à une longueur d’onde de 423nm.

Les résultats obtenus sont calculés en A0,5(µg/mL), ce qui correspond à la concentration qui

présente une absorbance de 0,50. Des standards tels que l’acide ascorbique et le Trolox sont

utilisés dans les mêmes conditions réactionnelles pour permettre une comparaison des résultats

obtenus.

2.2.2. Les activités anti-inflammatoires

(Le présent travail a été effectué dans le laboratoire d’Obtention des Substances Thérapeutiques

(LOST)).

2.2.2.1. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la dénaturation

thermique des protéines

2.2.2.1.1. Principe

Afin d'évaluer l'effet anti-inflammatoire de notre extrait, nous avons employé le test d'inhibition

de la dénaturation thermique des protéines, tel que décrit par Kandikattu en 2013. Ce test repose sur

le principe de l'empêchement de la dénaturation de l'albumine sérique bovine (BSA) causée par la

chaleur à 72°C, grâce aux extraits de plantes (Karthik et al., 2013).

2.2.2.1.2. Protocole

Afin d’évaluer l’activité anti-inflammatoire, nous avons réalisé une gamme de concentrations

pour l’extrait végétal n-butanol, allant de 0 à 2 mg/mL. Pour cela, nous avons ajouté 1 mL de

chaque dilution à 1mL d’une solution de BSA à 0,2% préparée dans du tris-HCl (0,05M, pH=6,6).
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Le mélange obtenu a été incubé à 37°C pendant 15 minutes, puis à 72°C pendant 5 minutes. Après

l’incubation, le mélange a été rapidement refroidi et vortexé, puis la turbidité a été mesurée à 660

nm à l’aide d’un spectrophotomètre.

Un blanc a été préparé pour chaque concentration d’extrait, composé de 1mL d’extrait et de 1mL

de Tris.HCL (0,05M, PH=6,6). Ce blanc a été utilisé pour soustraire l’absorbance de l’extrait et de 1

mLde Tris.HCL des résultats obtenus, afin d’obtenir des mesures plus précises.

Dans ce test, le diclofénac a été utilisé comme anti-inflammatoire de référence. Son activité anti-

inflammatoire a été évaluée dans les mêmes conditions expérimentales que celles appliquées aux

échantillons.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de l’albumine sérique bovine (BSA) a été calculé

en utilisant la formule suivante :

����������% =
�� ��������. �� ����� . (�� é�ℎ��������. �� �����)

(�� ��������. �� �����)
× 100

 Do blanc : Absorbance de l’extrait sans BSA.

 Do échantillon : absorbance de l’échantillon ou standard (test).

 Do contrôle : absorbance solvant utilisé pour les extraits et du BSA.

2.2.2.2. Evaluation in vitro de l’effet anti-inflammatoire par la méthode de stabilisation

membranaire : étude de l’activité anti-hémolytique

Nous utilisons la méthode de stabilisation membranaire anti-hémolytique pour évaluer l'activité

anti-inflammatoire de l'extrait n-butanolique. Cette méthode se concentre spécifiquement sur la

capacité de l'extrait à protéger les membranes des globules rouges (érythrocytes) contre la lyse

provoquée par un stress osmotique et thermique. La quantité de lyse érythrocytaire est mesurée en

évaluant la libération d'hémoglobine, qui constitue un indicateur de la rupture des membranes. Le

choix des globules rouges comme modèle cellulaire est justifié par leur acceptation courante dans la

recherche scientifique et leur similitude avec d'autres membranes cellulaires, telles que celles du

lysosome.
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2.2.2.2.1. Préparation de la suspension des érythrocytes

Cette méthode a été réalisée par Abe et ses collaborations avec de légères modifications. (H. Abe et

al., 1991)

Préparation du tampon phosphate salin (PBS)

On prépare deux solutions mères de phosphate en dissolvant 21,3 g de phosphate disodique

(Na2HPO4, PM = 141,96 g/mol) et 17,98 g de phosphate monosodique (NaH2PO4, PM = 112,89

g/mol) chacun dans environ 800 mL d'eau distillée. Remuons jusqu'à ce que les poudres soient

complètement dissoutes.

Dans un autre récipient, nous préparons une solution saline en dissolvant 5,61 g de chlorure de

sodium (NaCl, PM = 58,44 g/mol) et 0,746 g de chlorure de potassium (KCl, PM = 74,55 g/mol)

dans environ 900 mL d'eau distillée.

Nous mélangeons les deux solutions mères de phosphate dans un grand flacon en verre, puis

ajoutons la solution saline. Mélangeons bien pour obtenir une solution homogène. À l'aide d'un pH-

mètre, nous ajustons le pH de la solution en ajoutant quelques gouttes d'HCl jusqu'à obtenir un pH

de 7,4.

Une fois que le pH est réglé, nous ajoutons de l'eau distillée pour ajuster le volume final à 1 litre.

Le tampon est prêt, nous préparons directement la suspension d'érythrocytes :

Le sang a été prélevé à partir d'un rat Wistar albinos à l'aide d'une seringue graduée et placé dans

des tubes héparinés pour prévenir la coagulation. Le sang collecté a été centrifugé à basse vitesse

(13 000g) à 4°C pendant 10 min afin de séparer les érythrocytes du plasma et des autres composants

sanguins. La couche de globules rouges a ensuite été prélevée délicatement et transférée dans un

tube propre.
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Les érythrocytes ont été lavés trois fois à température ambiante pour éliminer le plasma résiduel

et d'autres substances indésirables. Chaque lavage a été effectué en centrifugeant les érythrocytes à

1 300 g pendant 5 min, en éliminant le surnageant et en les resuspendant dans une solution d'eau

physiologique (0,9%). Ce processus permet d'éliminer les résidus de plasma, les enzymes et les

métabolites pouvant influencer les résultats de l'expérience.

Les érythrocytes ont ensuite été dilués dans un tampon phosphate salin (PBS) à pH 7,5. Pour cela,

un volume du culot d'érythrocytes a été mélangé avec 9 volumes de PBS, ce qui permet d'obtenir un

hématocrite de 10% (v/v).

2.2.2.2.2. Test d’innocuité d’extrait vis-à-vis des globules rouges

2.2.2.2.2.1. Principe

Nous utilisons un test d’innocuité d’extrait avant de procéder au test de stabilisation

membranaire anti-hémolytique dans le but d’évaluer la sécurité et la tolérance de l’extrait sur les

érythrocytes.

2.2.2.2.2.2. Protocole

Nous préparons une gamme de concentrations d'extrait n-butanolique allant de 0 à 14,4 mg/mL

en les diluant dans un tampon phosphate salin (pH 7,4 ; 0,9% NaCl). Ensuite, nous mélangeons 1,6

mL des différentes concentrations d'extrait à tester avec 0,4 mL de la suspension de globules rouges

à 10%. Le mélange est incubé à 37°C pendant 30 minutes, puis centrifugé à 1 300 g pendant 10

minutes. L'absorbance du surnageant est mesurée à 560 nm à l'aide d'un spectrophotomètre.

N'oublions pas de préparer un contrôle positif en utilisant 0,4 mL de la suspension de globules

rouges et 1,6 mL d'eau physiologique pour vérifier l'état des globules rouges ou obtenir une

hémolyse complète (100%).

Nous utilisons le diclofénac et m’acide gallique comme molécules de référence, préparé dans les

mêmes conditions expérimentales.

Pour chaque concentration d'extrait ou de standard, nous préparons un blanc en mélangeant 1,6

mL d'extrait avec 0,4 mL de tampon phosphate salin (PBS, pH 7,4 ; 0,9% NaCl). Ce blanc permettra

de soustraire l'absorbance de l'extrait et du PBS des résultats obtenus.

Le pourcentage d'hémolyse pour chaque concentration est calculé en utilisant la formule :
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����������� �'ℎé������ % =
�� é�ℎ�������� − �� �����
�� ��������. �� �����

× 100

Tendu que :

 DO échantillon : Absorbance de la molécule tester ou standard.

 DO blanc : Absorbance de l’extrait.

 DO contrôle : Absorbance du contrôle à 100% hémolyse.

2.2.2.2.3. La méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges

2.2.2.2.3.1. Principe

L'objectif de cette étude est d'évaluer la capacité de l'extrait n-butanolique de plante à prévenir

l'hémolyse des globules rouges chez les rats suite à une induction d'hémolyse par une solution

hypotonique associée à une température élevée, en suivant le protocole établi par Gadamsetty et ses

collaborateurs (Gadamsetty et al., 2013). L'intensité de l'hémolyse sera quantifiée en mesurant

l'absorbance de l'hémoglobine libérée à une longueur d'onde de 560 nm.

2.2.2.2.3.2. Protocole

Des tubes à essais ont été utilisés pour préparer les échantillons. Dans chaque tube, 0,5 mL

d'extrait n-butanolique à différentes concentrations (de 0 à 14,4 mg/mL), préparé dans une solution

de NaCl à 0,9%, ont été ajoutés à 1,5 mL de tampon phosphate non salin (PNS, 0,15 M, pH 7,4).

Ensuite, 2 mL de solution hypotonique (NaCl à 0,36%) ont été ajoutés. Le mélange a été incubé à

37°C pendant 20 minutes.

Après l'incubation, 0,5 mL de suspension d'érythrocytes à 10% ont été ajoutés à chaque tube,

suivi d'une nouvelle incubation à une légère augmentation de température de 56°C pendant 30

minutes. Les tubes ont ensuite été refroidis en les plaçant dans de l'eau du robinet pendant 20

minutes.

Une fois la réaction arrêtée, les tubes ont été centrifugés à 1300 g pendant 5 minutes dans une

centrifugeuse réfrigérée.

Le contrôle consiste en un mélange des mêmes solutions, à l'exception de l'eau physiologique qui

remplace l'extrait.

L'acide gallique a été utilisé comme molécule standard, avec les mêmes concentrations que

l'extrait.
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Un blanc a été préparé dans le but de soustraire l'absorbance de l'extrait, du PNS et de chaque

concentration d'extrait ou de standard.

La lecture de l'absorbance du surnageant a été effectuée à une longueur d'onde de 560 nm à l'aide

d'un spectrophotomètre.

Les résultats ont été exprimés sous forme d’un pourcentage d’hémolyse, calculé selon la formule

suivante :

����������� �'ℎé������ =
�� é�ℎ�������� − �� �����
�� ������� − �� �����

× 100

2.2.3. L’activité enzymatique inhibitrice d’alpha-amylase

2.2.3.1. Protocole

L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase a été évaluée en utilisant la méthode iodure

d'iode/potassium iodide (IKI) décrite par G. Zengin et al, avec quelques modifications

apportées (Gokhan Zengin et al., 2014).

Un échantillon de 25 µL d'extrait a été mélangé avec 50 µL de solution d'alpha-amylase et

incubé pendant 10 minutes à 37°C. Ensuite, 50 µL d'amidon à 0,1% ont été ajoutés au mélange

et incubés pendant 10 minutes à 37°C. Après cela, 25 µL d'une solution d'acide chlorhydrique

(HCl) à 1M ont été ajoutés, suivis de l'ajout de 100 µL d'une solution d'iodure de potassium et

d'iode (IKI).

La lecture de l'absorbance a été effectuée à une longueur d'onde de 630 nm.

Le pourcentage d’inhibition a été calculé en utilisant la formule suivante :

%��� = 1 − ( �� − �� − (�� − ��) (�� − ��)

 Ac=Absorbance (amidon + IKI + HCL + VOL de solvant d’extrait vol tampon enzyme)

 Ae= Absorbance (enzyme+ Amidon +IKI+HCL+VOL de solvant d’extrait)

 As= Absorbance (enzyme + extrait+ Amidon +IKI+HCL)

 Ab=Absorbance (extrait+IKI+125 µL de tampon)
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2.2.4. Évaluation de la toxicité sur Tenebrio molitor, un modèle d'organisme vivant

2.2.4.1. Principe

Le Tenebrio molitor est fréquemment choisi en laboratoire en raison de sa facilité d'élevage

exceptionnelle. En effet, son élevage requiert un espace minimal. De plus, cette espèce se distingue

par sa croissance et sa reproduction efficaces (OPIE, 2013).

Les vers de farine sont omnivores et peuvent se nourrir de diverses matières végétales ainsi que

de produits animaux. Une alimentation équilibrée pour ces insectes doit contenir environ 20 % de

protéines (base de matière sèche) (Ramos Elorduy et al., 2002). Ils sont généralement nourris avec

du son ou de la farine de céréales telles que le blé, l'avoine ou le maïs (Aguilar Miranda et al.,

2002).

Les insectes possèdent un ensemble d'enzymes antioxydantes et d'antioxydants de faible poids

moléculaire qui peuvent former une réponse en cascade face à l'attaque d'oxydants provenant de

l'alimentation ou produits endogènes. Parmi ces enzymes, on retrouve la superoxyde dismutase, la

catalase, la glutathion transférase et la glutathion réductase (Felton & Summers, 1995).

Le Tenebrio molitor passe par quatre stades distincts lors de son cycle de vie : l'œuf, la larve, la

nymphe et l’adulte coléoptère. Voire la figure :

Figure 25 : Les stades de développement du Tenebrio molitor.
L'objectif global de cette étude est de mieux comprendre la toxicité potentielle des extraits de

plantes sur ces organismes vivants et de fournir des informations utiles pour évaluer la sécurité de
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leur utilisation dans différents contextes. Cela pourrait inclure l'identification des composés présents

dans les extraits de plantes, la détermination de leurs concentrations et l'administration des extraits

aux larves de vers de farine afin d'évaluer les effets toxiques.

2.2.4.2. Protocole :

La méthodologie utilisée dans cette étude est basée sur une version légèrement modifiée de celle

présentée par van der Valk et van der Meijden (2014).

Le milieu de culture pour les vers de farine, composé de farine d'avoine, est placé dans des

contenants appropriés (boîtes en plastique). Les vers de farine sont pesés afin d'obtenir une taille et

un poids similaires pour chaque groupe expérimental. Pour chaque concentration testée, six larves

sont utilisées. Les vers de farine sont ensuite placés dans les contenants contenant le milieu de

culture durci, en veillant à éviter tout stress ou dommage physique.

Des solutions des extraits de plante, notamment éther, chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol,

préparées à différentes concentrations allant de 80 µg/mL à 8000 µg/mL, sont dissoutes dans un

solvant approprié, le méthanol. Le volume des solutions peut atteindre 3 µL et elles sont injectées à

l'aide d'une seringue Hamilton de 10 μL. Les injections sont réalisées de manière caudale sur le côté

ventral des larves, en évitant la région médiane pour ne pas perturber les systèmes d'organes

essentiels.

Les larves sont ensuite incubées à température ambiante pendant 15 jours. La mortalité est

évaluée en observant la décoloration des larves, ont évalué ainsi leur pourcentage de développement

et de survie.

Les larves témoins standard sont soumises à une injection d'une solution contenant à la fois du

méthanol et de l'acide ascorbique.

Analyse statistique

 Les courbes et les histogrammes sont tracés à l’aide du logiciel Microsoft Excel 2021.

 Les données statistiques des tests effectués sont exprimées en moyenne ± écart.type.

 Les valeurs d’IC50 (concentration inhibitrice à 50%) sont calculées en utilisant la méthode

de régression linéaire à partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].

 Les valeurs d’A0,5 (la concentration indiquant 0,50 d’absorbance) sont calculées en utilisant

la méthode de régression linéaire à partir de la courbe [Absorbance= f(concentrations)].



 CHAPITRE 3
Analyse les résultats et interprétation
des données obtenues.
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1. Rendement d’extraction

Rappelons que nous avons réalisé une extraction solide-liquide sur le matériau végétal, pesant

approximativement 477,77 g. Cette extraction avait pour but d'obtenir un extrait brut sec ayant une

consistance gluante, ce qui suggère la présence de polysaccharides, de lipides et de protéines, ainsi

qu'une couleur verte très foncée, témoignant de la présence de la chlorophylle. Par la suite, nous

avons effectué une extraction liquide-liquide afin de séparer les composés de l'extrait en fonction de

leur degré de polarité. Cette étape nous a permis d'obtenir quatre extraits distincts : éther,

chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol. Chacun de ces extraits a été pesé individuellement afin

d'évaluer le rendement de l'extraction, comme le montre le tableau suivant :

Tableau 11 : Rendement et caractéristiques des extraits de la plante. (Sachant que E : éther, C :
chloroforme, A : acétate d’éthyle, B : n-butanol).

Le poids du

matériel

végétal en

(g)

Les extraits Aspect Couleur Le poids des

extraits en

(g)

Le

rendement

en (%)

477,77 g

Extrait E Poudre Vert marine 1,21 g 0,25 %

Extrait C Poudre Vert foncé 0,5 g 0,11 %

Extrait A Poudre Vert marine 0,78 g 0,16 %

Extrait B Gluant Maron foncé 5,47 g 1,14 %

Figure 26 : Résultats de rendements des extraits. E : éther, C : chloroforme, A : acétate d’éthyle, B :
n-butanol.

L’extrait n-butanolique représentent le rendement le plus élevé, suivi de l’éther, alors que les

deux extraits chloroformique et acétate d’éthyle, ont les rendements les plus faibles.
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2. Les activités biologiques

2.1. Les activités anti-oxydants

Les extraits éther E, chloroforme C, acétate d'éthyle A et n-butanol B contiennent une diversité de

molécules qui pourraient potentiellement avoir des propriétés antioxydantes.

Afin d'évaluer le pouvoir antioxydant de ces extraits végétaux, nous les avons comparés à des

molécules de référence. Pour ce faire, nous avons réalisé cinq tests différents visant à évaluer leur

capacité antioxydante.

2.1.1. L’activité de piégeage des radicaux libres DPPH

Nous avons procédé à l'évaluation de l'activité antioxydante des extraits de plantes appartenant

au genre Linum en utilisant le radical DPPH. Cette évaluation a été réalisée en utilisant un lecteur de

microplaque pour suivre la réduction de ce radical induite par des substances anti-radicalaires

présentes dans les extraits de plantes.

Le radical DPPH présente une couleur violette, mais lorsque des substances anti-radicalaires

présentes dans les extraits de plantes le réduisent, il change de couleur pour devenir jaune (DPPH-

H). Cette réduction a été mesurée à une longueur d'onde de 517 nm, en utilisant le protocole

développé en 1958 par Blois.

Nous avons mesuré les pourcentages d'inhibition pour chaque extrait testé à différentes

concentrations. À partir de ces données expérimentales, nous avons effectué une régression linéaire

afin d'obtenir une courbe dose-réponse. En utilisant cette courbe, nous avons calculé les valeurs de

IC50 en µg/mL.

Dans notre étude, nous avons comparé les résultats obtenus avec ceux de standards de référence

largement acceptés : BHA, BHT et α-tocophérol.

Les données ont été présentées dans le tableau 12, et les résultats ont été illustrés graphiquement

à l'aide de trois figures. (Figure 27, Figure 28 et Figure 29).
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Figure 27 : Résultats du test DPPH sur microplaques (trois répétitions pour chaque extrait E, C, A,
B respectivement).

Figure 28 : Analyse comparative des pourcentages d’inhibition entre les antioxydants de référence
et les extraits testés vis-à-vis du radical DPPH (moyenne écart.type de trois essais).

Tableau 12 : Récapitulatif des résultats de pourcentages d’inhibition et de IC50 des extraits testés et
des standards utilisés du test DPPH.

Concentration/
Extraits

Pourcentages d'inhibition %

Ext E Ext C Ext A Ext B
Concentration
en µg/Ml BHA BHT

α-
Tocophérol

6,25µg/mL 23,53±5,14 18,76±3,19 31,05±2,55 22,91±2,54 12,50µg/Ml 76,55±0,48 49,09±0,76 37,21±1,32
12,5µg/mL 30,2±4,96 24,18±10,25 55,88±1,4 40,48±3,78 25,00µg/Ml 79,89±0,26 72,63±2,06 81,53±1,51
25µg/mL 64,87±2,96 48,67±3,35 83±0,41 71,9±1,73 50µg/mL 81,73±0,10 88,73±0,89 89,23±0,12
50µg/mL 86,75±1,12 67,61±0,95 87,26±0,62 87,75±0,22 100µg/mL 84,18±0,10 94,00±0,31 89,38±0,19
100µg/mL 90,98±6,36 78,77±0,17 82,82±8,50 87,44±0,28 200µg/mL 87,13±0,17 94,97±0,08 89,45±0,22
200µg/mL 86,36±0,33 84,74±0,73 88,54±0,5 88,89±0,62 400µg/mL 89,36±0,19 95,38±0,41 89,99±0,23
400µg/mL 77,63±7,53 81,91±1,19 87,46±1,41 89,37±0,84 800µg/mL 90,14±0,00 95,02±0,23 89,52±0,33
IC50 µg/mL 20,42±1,60 23,90±4,53 12,08±0,76 13,69±2,21 IC50 µg/ mL 6,140±0,41 12,299±0,41 13,02±5,17
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Les résultats de notre étude (figure 28) ont mis en évidence une augmentation du pourcentage

d’inhibition du radical libre en fonction de la concentration, tant pour les standards BHA, BHT et α

Tocophérol, que pour les différents extraits de la plante étudiés.

Nous avons observé que le BHT présente le pourcentage d’inhibition le plus élevé parmi tous les

standards et les quatre extraits testés, avec un pourcentage de 95.02±0.23 % à une concentration de

400µg/ml (tableau 12). De même, à cette même concentration, l’extrait B affiche un pourcentage

d’inhibition de 89,37±0,84 %, presque similaire à celui de l’α-tocophérol de référence avec un

pourcentage de 89,99±0.23 %. Il est également supérieur aux autres extraits, à savoir l’extrait A,

l’extrait C et l’extrait E, avec des pourcentages d’inhibition de (87,46±1,41 %, 81,91±1,19 %,

77,63±7,53 %) respectivement.

Figure 29 : Histogramme montre les valeurs d’IC50 des extraits et des standards du test DPPH.
Rappelons que IC50 représente la concentration d’échantillon nécessaire pour réduire de moitié

l’activité du radical DPPH, et une valeur plus basse d’IC50 indique une activité antioxydante plus

élevée.

A la lumière de nos résultats (figure 29), nous observons des différences significatives entre les

extraits testés en termes d’activité antioxydante, mesurée par les valeurs d’IC50.

Les composés de référence BHA, BHT et α-Tocophérol présentent des IC50 de 6,14±0,41 µg/mL,

12,99±0,41 µg/mL et 13,02±5,17 µg/mL respectivement. Ces valeurs démontrent une activité

antioxydante significative de ces composés de référence, les rendant potentiellement utiles dans des

applications visant à combattre les radicaux libres.

Parmi les extraits testés, l’Ext A présente la plus faible valeur d’IC50 (12,08±0,76 µg/mL),

comparable à celle du BHT, ce qui suggère une excellente activité antioxydante supérieure aux
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autres extraits (B, C, E). De même, l’Ext B présente également une IC50 relativement faible

(13,69±2,21 µg/mL), similaire à celle de l’α-Tocophérol. Cependant, les deux extraits sont moins

actifs que le BHA.

En revanche, les extraits E et C présentent des valeurs d’IC50 plus élevées (20,42±1,60 µg/mL et

23,9±4,53 µg/mL respectivement). L’Ext E démontre une activité antioxydante près de trois fois

inférieure à celle du BHA, mais est comparable au BHT et à l’α-tocophérol. L’Ext C révèle une

activité presque deux fois inférieure à celle du BHT et l’α-Tocophérol, et trois fois inférieure à celle

du BHA. Ces extraits possèdent donc une bonne activité antioxydant, peuvent contribuer à la lutte

contre le stress oxydatif, même si dans une moindre mesure que les autres extraits.

Ces résultats suggèrent que les extraits A, B, C et E pourraient présenter une activité

antioxydante intéressante, comparable à celle des antioxydants de référence synthétiques le BHA, le

BHT et l’α-Tocophérol. Dans l’ordre décroissant d’activité antioxydante, nous pouvons les classer

comme suit : Ext A, Ext B, Ext E et Ext C.

Selon nos résultats, l’acétate d’éthyle extrait de cette espèce du genre Linum a montré la plus

forte activité antioxydante parmi tous les extraits testés, avec une valeur de 12,8±0,76 µg/mL. Cette

valeur est similaire à celle obtenue par Kaabouche et ses collaborateurs en 2022 (Mouna &

Kabouche, 2022) dans l’extrait acétate d’éthyle de l’espèce Linum numidicum, qui était de

11,10±0,01 µg/mL. De plus, l’étude de Kaabouche a également révélé qu’un autre extrait d’acétate

d’éthyle provenant d’une différente espèce du même genre, Linum trigynum, présentait une valeur

de IC50 très élevée par rapport aux deux autres espèces, atteignant 101,30±0,63 g/mL.

Une autre étude réalisée par Keykhasalar et ses collaborateurs en 2020 (Keykhasalar et al., 2020)

a révélé que l’huile essentielle extraite des graines de l’espèce Linum usitatissimum présentait une

activité antioxydante avec une valeur de IC50 égale à 235 µg/mL. Cette valeur est plus élevée que

celle observée dans nos quatre extraits testés, ce qui suggère une excellente activité antioxydante de

notre espèce par rapport à celles étudiées par ce groupe.

Après l’analyse par HPLC réalisée par (X. Zhou et al., 2020), il a été démontré que l’extrait de

Linum usitatissimum était riche en acides phénoliques tels que l’acide gallique, l’acide férulique et

l’acide vanillique. Ces composés ont montré une activité de capture des radicaux libres avec une

valeur d’IC50 de 19,3±1,14 µg/mL, les résultats suggèrent que nos deux extraits, l’extrait acétate

d’éthyle et l’extrait n-butanolique, présentent un effet plus fort en termes d’activité antioxydante.

De plus, cette valeur a montré de niveaux d’activité similaires à ceux observés dans nos autres

extraits testés, à savoir l’extrait d’éther et l’extrait de chloroforme.
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De plus, dans une étude menée par Song et ses collaborateurs en 2021 (Song et al., 2021),

l’extrait de Linum usitatissimum, riche en polyphénols, a présenté une valeur d’IC50 égale à

34,2±0,9 µg/mL. Cela suggère une forte activité antioxydante de nos quatre extraits par rapport à

celui de l’étude précédente.

Ces comparaisons avec les résultats de la littérature renforcent l’idée que nos extraits exhibent

des propriétés antioxydantes remarquables, particulièrement en ce qui concerne leur efficacité à

neutraliser le radical DPPH.

2.1.2. L’activité de piégeage des radicaux libres ABTS :

La méthode de piégeage des radicaux libres ABTS •+ est une technique optimale pour évaluer

l’activité antioxydante des extraits de la plante. L’ajout des extraits ou des molécules de référence

BHA/BHT entraine la formation de ABTSH+ à partir de ABTS•+, ce qui entraîne une décoloration

de la solution qui quantifiée à l’aide d’un lecteur de microplaque à 734 nm. Les résultats ont été

présentés dans les figures 30, 31, 32 et le tableau 13.

Figure 30 : Résultats du test ABTS sur microplaques. (Trois répétitions pour chaque extrait E, C, A,
B respectivement).
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Figure 31 :Analyse comparative des pourcentages d’inhibition entre les antioxydants de références
et les extraits testés vis-à-vis du radical ABTS •+ (moyenne écart. Type de trois essais).

Tableau 13 : Récapitulatif des résultats de pourcentages d’inhibition et de IC50 des extraits testés et
des standards utilisés.

Concentration/Extraits

Pourcentages d'inhibition %

Ext E Ext C Ext A Ext B
Concentration en
µg/mL BHA BHT

6,25µg/mL 32.31±0,88 40.34±1.58 36.52±21.20 30.34±1.58 12,50µg/mL 92.83±1.42 69.21±0.40

12,5µg/mL 50.75±1,26 59.24±1.65 64.49±9.3 48.58±1.54 25,00µg/mL 94.68±0.42 78.23±1.34

25µg/mL 78.86±0,93 71.92±2.49 83.54±5.04 75.12±1.06 50µg/mL 94.95±0.90 88.12±1.28

50µg/mL 90.91±0,45 86.64±0.60 87.23±3.35 83.05±0.59 100µg/mL 95.32±0.25 88.76±3.07

100µg/mL 91.44±1.95 89.19±0.31 89.24±1.75 86.24±2.48 200µg/mL 95.59±0.47 90.85±1.74

200µg/mL 91.34±0.4 90.04±0.70 90.76±2.64 90.84±0.06 400µg/mL 95.83±0.15 90.95±0.51

400µg/mL 91.73±0.92 88.97±0.98 90.81±2.34 90.67±1.79µ 800µg/mL 95.86±0.10 96.68±0.39

IC50 µg/mL 12,96±0,28 10,09±1,07 8,39±5,93 6,45±1,69 IC50µg/mL 1.810±0.100 1.29±0.300

Les résultats de notre étude (figure 31) ont mis en évidence une augmentation du pourcentage

d’inhibition du radical libre en fonction de la concentration, tant pour les standards BHA, BHT, que

pour les différents extraits de la plante étudiés B, A, C, E.

Nous avons constaté que le BHT présente le pourcentage d’inhibition le plus élevé parmi tous les

extraits testés, ainsi que le standard BHA, à une concentration de 400 µg/mL. Le pourcentage

d’inhibition pour le BHT a été mesuré à 96,69±0,39 %, ce qui est remarquable.
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De plus, nous avons découvert que les extraits B, A, C et E présentaient également des

pourcentages d’inhibitions élevés dans la même concentration. Plus spécifiquement, les extraits B,

A, C et E ont montré des pourcentages d’inhibition respectifs de 90,67±1,79 %, 90,81±2,34 %,

88,97±0,98 %, 91,73±0,92 %. Ces résultats sont similaires à ceux des molécules de référence BHA

et BHT.

Figure 32 : Histogramme montre les valeurs d’IC50 des extraits et des standards du test ABTS.
En analysant les résultats du test ABTS présentés dans la figure 32, nous pouvons observer

différentes activités antioxydantes parmi les extraits testés. Les composés de références BHA et

BHT ont présenté des IC50 les plus bas, révélant une activité antioxydante élevée que celle des

extraits. Le BHA a affiché une IC50 de 1,810±0,0100 µg/mL, tandis que le BHT a montré une IC50

de 1,29±0,300 µg/mL. Ces résultats mettent en évidence l’efficacité supérieure de ces composés de

référence dans la neutralisation du radical cation ABTS+.

Les extraits A et B ont démontré une activité antioxydante, avec des IC50 respectifs de 8,39±5,93

µg/mL et 6,45±1,69 µg/mL. Ces valeurs indiquent leur excellente capacité à neutraliser le radical

cation ABTS+ et suggèrent une activité antioxydante potentielle.

En revanche, les extraits E et C ont montré des valeurs d’IC50 plus élevées (respectivement

12,96±0,28 µg/ml et 10,09±1,07 µg/ml), indiquant une bonne activité antioxydante même ont été

relativement plus faible par rapport aux autres extraits testés.

En conclusion, les extraits A, B, E et C ont démontré une capacité à neutraliser le radical cation

ABTS+ et peuvent donc être considérés comme ayant une activité antioxydante. Dans l’ordre de

décroissant suivant : Ext B, Ext A, Ext C et Ext E.
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L’extrait n-butanolique et l’extrait acétate d’éthyle que nous avons testé ont démontré une

excellente capacité antioxydante à neutraliser le cation ABTS+, avec une valeur d’IC50 de 8,39±5,93

µg/mL. Ces résultats sont comparables à ceux trouvés par Kabouche et ses collaborateurs en 2022

(Mouna & Kabouche, 2022) pour l’extrait acétate d’éthyle de l’espèce Linum numidicum, qui avait

une valeur d’IC50 de 8,28±0,12 µg/mL. Dans la même étude, il a également été révélé que l’extrait

acétate d’éthyle d’une autre espèce du même genre, Linum trigynum, présentait une bonne activité

antioxydante avec une valeur d’IC50 de 37,56±0,41 µg/mL, ce qui correspond à un effet plus faible

par rapport à notre extraits testé.

L’étude menée en 2020 par Keykhasalar et ses collaborateurs (Keykhasalar et al., 2020), sur

l’huile essentielle de graines de Linum usitatissimum a révélé une valeur d’IC50 considérablement

plus élevée par rapport à nos quatre extraits testés, atteignant 350 µg/mL. Cette observation indique

que nos extraits ont une excellente capacité à neutraliser le cation ABTS+, en comparaison avec

l’huile essentielle de graines de Linum usitatissimum.

Ces comparaisons avec les résultats des études précédentes renforcent l’idée que nos extraits

possèdent des propriétés antioxydantes remarquables, notamment en ce qui concerne leur capacité à

neutraliser le cation ABTS+.

2.1.3. L’activité du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) :

Le test FRAP est une méthode utilisée pour évaluer la capacité des antioxydants à réduire le fer

ferrique (Fe3+), qui est de couleur jaune, en fer ferreux (Fe2+), qui est de couleur bleu vert, ce qui est

considéré comme une mesure du pouvoir antioxydant. Les mesures d’absorbance sont réalisées à

une longueur d’onde de 700nm.

Dans notre étude, nous avons comparé les résultats dans le tableau 14 ainsi que dans les figures

33, 34 et 35, avec les standards α-tocophérol et l’acide ascorbique.
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Figure 33 : Résultat du test FRAP sur microplaques (trois répétitions pour chaque extrait E, C, A, B
respectivement).

Figure 34 :Analyse comparative des absorbances entre les antioxydants de références et les extraits
testés vis-à-vis du radical FRAP (moyenne écart.type de trois essais).

Tableau 14 : Récapitulatif des résultats d’absorbances et des A0,5 des extraits testés et des standards
utilisés.

Concentration/Extraits

Les absorbances

Ext E Ext C Ext A Ext B
Concentration en
µg/mL

α-
Tocophérol

Acide
ascorbique

6,25µg/mL 0,11±0,003 0,092±0,05 0,14±0,008 0,175±0,055 3,125µg/mL 0,11±0 0,35±0,05
12,5µg/mL 0,04±0,004 0,17±0,012 0,14±0,09 0,134±0,056 6,25µg/mL 0,16±0 0,46±0,03
25µg/mL 0,195±0,02 0,2±0,020 0,32±0,034 0,2±0,009 12,5µg/mL 0,21±0,03 0,84±0,120
50µg/mL 0,35±0,06 0,33±0,032 0,34±0,26 0,32±0,161 25µg/mL 0,35±0,03 0,93±0,3
100µg/mL 0,299±0,23 0,4±0,12 0,48±0,131 0,599±0,01 50µg/mL 0,73±0,03 1,18±0,340
200µg/mL 0,76±0,08 0,7±0,071 0,73±0,53 0,82±0,39 100µg/mL 1,37±0,08 1,37±0,2
400µg/mL 1,098±0,5 0,6±0,5 0,93±0,35 1,025±0,2 200µg/mL 1,81±0,09 1,44±0,21
A0,5 98,23±13,77 129,69±16,23 56,32±24,25 70,82±3,98 A0,5 34.293±0 6,845±0

Les résultats de notre étude (figure 34) ont révélé une augmentation des absorbances en fonction

de la concentration, tant pour les standards : acide ascorbique et α-Tocophérol que pour les

différents extraits de la plante étudiés.

Nous avons observé que l’acide ascorbique présentait la plus haute absorbance parmi tous les

extraits testés, ainsi que le standard α-tocophérol, à une concentration de 200 µg/mL. L’absorbance

mesurée pour l’acide ascorbique était de 1,81 ± 0,09, ce qui remarquable.

De plus, nous avons constaté que les extraits E, A et B présentaient également des absorbances

élevées à une concentration de 400 µg/ mL. Plus précisément, les extraits E, A et B ont montré les

absorbances respectives suivantes : 1,098 ± 0,5, 0,93±0,35 et 1,025 ± 0,2 (tableau 14). Ces résultats
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sont similaires à ceux des molécules de référence acide ascorbique et α-Tocophérol et sont

supérieurs à ceux de l’autre extrait C (0,6 ± 0,5).

Figure 35 : Histogramme montre les A0,5 des extraits et des standards du test FRAP.

Dans ce test, les molécules de référence, l’α-tocophérol et l’acide ascorbique, ont des valeurs

A0,5 encore plus basses. Ces résultats confirment le potentiel antioxydant élevé bien documenté de

ces molécules, tel qu’établi dans la littérature scientifique.

L’extrait acétate d’éthyle a montré la valeur A0,5 la plus basse égale à 56,32±0 µg/mL, suggérant

une activité antioxydante potentiellement plus forte par rapport aux autres extraits.

Les extraits B, C, E ont démontré des bonnes activités antioxydantes, bien qu’inférieures aux

standards utilisés. L’Ext B présente une activité environ deux fois inférieure à celle de l’α-

Tocophérol, tandis que l’Ext E et l’Ex C sont respectivement trois et quatre fois inférieurs à l’α-

Tocophérol. Cependant, toutes ces valeurs des extraits restent largement inférieurs à celles de

l’acide ascorbique. Les valeurs obtenues pour ces extraits sont les suivants : 70,82±3,95 µg/mL,

98,13,77 µg/mL, 129,69±16,23 µg/mL respectivement.

En conclusion, les résultats suggèrent que l’extrait acétate d’éthyle présente une activité

antioxydante potentiellement plus élevée parmi les extraits, suivi d’Ext B, Ext E et Ex C.

En 2021, Song et ses collaborateurs (Song et al., 2021) ont démontré que l’extrait de

polyphénols testé à partir de l’espèce Linum usitatissimum présentait une bonne activité

antioxydante, avec une valeur de 121,1±1,3 µg/mL. Cette valeur est presque similaire à celles

obtenues pour les extraits éther et chloroforme de notre espèce testée (98,23±13,77 µg/mL,

129,69±16,23 µg/mL respectivement). En revanche, elle est presque deux fois supérieure aux
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valeurs obtenues pour les extraits acétate d’éthyle et n-butanol (56,32±24,35 µg/mL, 70,82±3,98

µg/mL respectivement). Ces résultats suggèrent que nos deux extraits, éther et chloroforme,

présentent une activité antioxydante similaire à celle de l’extrait de polyphénols testé. D’autre part,

les extraits acétate d’éthyle et n-butanol ont montré une forte capacité à chélater les ions ferreux par

rapport à cet extrait.

Le test FRAP réalisé sur des extraits méthanoliques de l’espèce Linum usitatissimum par Deme

et ses collaborateurs (Deme et al., 2021) a révélé des valeurs allant de 15,25 µg/mL à 30,64 µg/mL,

ce qui indique une activité antioxydante élevée par rapport à nos quatre extraits testés.

Ces études confirment que nos extraits testés pourraient être efficaces dans la neutralisation des

ions ferreux.

2.1.4. Evaluation de l’activité de la réduction par la formation du complexe Fe+2-Phenanthroline :

Le pouvoir antioxydant des extraits a été évalué en utilisant la méthode de la phénanthroline, qui

se base sur la réduction et la formation du complexe férroïne (Fe+2) à partir du fer aqueux réduit

(Fe+2). Cette réaction se manifeste par une absorbance de couleur rouge-orangée foncée mesurée à

510nm.

Les résultats obtenus ont été comparés aux standards BHA et BHT, couramment utilisés comme

références dans les études antioxydantes.

Les résultats ont été présentés sous forme de données tabulaires (15) et de figures graphiques

(figure36, figure37) et(figure38), fournissant ainsi une visualisation claire des réponses obtenues.
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Figure 36 : Résultat du test Phenanthroline sur microplaques (trois répétitions pour chaque extrait E,
C, A, B respectivement).

Figure 37 : Analyse comparative des absorbances entre les antioxydants de références et les extraits
testés vis-à-vis du Phenanthroline (moyenne écart.type de trois essais).

Tableau 15 : Récapitulatif des résultats d’absorbances et des A0,5 des extraits testés et des standards
utilisés.

Les résultats comparatifs présentés dans la figure (37) démontrent que les absorbances des

extraits sont similaires entre elles et inferieures aux absorbances des standards (BHA, BHT).

De plus, les résultats obtenus dans le tableau (15) confirment que les absorbances des extraits

sont inférieures à celles des standards (BHA, BHT) pour toutes les concentrations testées.

Concentration/Extrait
Les absorbances

6,25µg/mL 12,5µg/mL 25µg/mL 50µg/mL 100µg/mL 200µg/ml 400µg/mL A0,5

EXT E 0,21±0,005 0,22±0,008 0,24±0,002 0,27±0,01 0,19±0,004 0,21±0,005 0,22±0,008 194,53±72,14

EXT C 0,21±0,016 0,239±0,006 0,25±0,005 0,29±0,006 0,20±0,001 0,21±0,016 0,23±0,006 199,97±33,26
EXT A 0,22±0,003 0,24±0,002 0,29±0,024 0,34±0,006 0,2±0,007 0,22±0,003 0,24±0,002 105,51±8,24
EXT B 0,21±0,008 0,23±0,009 0,24±0,010 0,28±0,011 0,21±0,012 0,21±0,013 0,23±0,014 186,03±25,08
Concentration 6,25 µg/mL 12,5µg/mL 25µg/mL 50µg/mL A0,5

BHA 0,93±0,01 1,25±0,04 2,1±0,05 4,89±0,06 0,93±0,07
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Figure 38 : Histogramme montre les A0,5 des extraits et des standards du test Phenanthroline.

Les résultats présentés dans la figure (38) indiquent que les molécules de référence BHA, BHT

présentent respectivement des valeurs A0,5 de 0,93±0,17 µg/mL et 2,24±0,17 µg/mL, témoignant

ainsi de leurs bonne activité antioxydante.il est également notable que la molécule BHA exhibe une

activité antioxydante supérieure à celle de BHT.

Parmi les extraits, l’extrait (A) a révélé le meilleur pouvoir réducteur du fer en formant un

complexe Fe+2-phenanthroline, bien que moins efficace que les molécules de référence, car sa

valeur A0,5 était supérieure 105,51±8,24 µg/mL à celle de BHA et BHT.

En revanche, les extraits B (186,03±25,08 µg/mL) C (199,97±33,26 µg/mL) et E (194,53±72,14

µg/mL), ont montré des valeurs A0,5 pratiquement similaires entre eux. De plus, ces extraits ont

affiché des valeurs A0,5 plus élevées que l’extrait A ainsi que les standards BHA et BHT. Par

conséquent, les extraits B, C et E ont présenté une activité antioxydante relativement faible dans cet

ordre.

Ces résultats viennent confirmer les conclusions précédemment obtenues à partir du test FRAP.

Les travaux de Mouna et Kabouche (2022) (Mouna & Kabouche, 2022) ont mis en évidence des

niveaux intéressants d’activité antioxydante pour une plante de l’espèce linum numidicum, ainsi que

pour une autre espèce, linum trigynum. Les valeurs d’A0,5 obtenues pour ces extraits d’acétate

d’éthyle étaient de 13,97±1,44 µg/mL et 16,73±1,60 µg/mL respectivement. Ces valeurs sont

considérablement inferieures à celle observées pour notre extrait d’acétate d’éthyle A, ce qui

indique que leur extrait est plus efficace en termes d’activité antioxydante.
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2.1.5. Activité SNP (Silver nanoparticles assay) :

Pour évaluer de manière précise et comparative l’activité antioxydante des extraits étudiés en

utilisant la méthode de SNP (Silver Nanoparticle-based Antioxydant assay), cette méthode repose

sur la réduction et la formation de nanoparticules d’argent (SNP) à partir du sel d’argent (Ag(l)) en

présence de citrate, qui agit à la fois en tant qu’agent réducteur et stabilisant des SNP. En mesurant

les propriétés antioxydantes des échantillons, le test SNP permet d’obtenir des informations quant à

leur capacité à neutraliser les radicaux libres et à protéger contre le stress oxydatif.

La mesure colorimétrique réalisée dans le cadre du test SNP se base sur l’absorption

caractéristique par résonance plasmonique de surface (SPR) des SNP (Ag. NPS). Cette absorption

est mesurée à une longueur d’onde de 423 nm.

Afin d’établir des comparaisons significatives, les résultats obtenus ont été comparés aux

molécules de référence, le trolox et l’acide ascorbique.

Les résultats ont été présentés de manière claire et visuelle à l’aide de données tabulaires (16) et

de représentations graphique (figure 39, figure 40) et (figure 41).

Figure 39 : Résultat du test SNP sur microplaques (trois répétitions pour chaque extrait E, C, A, B
respectivement).
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Figure 40 :Analyse comparative des absorbances entre les antioxydants de références et les extraits
testés vis-à-vis du radical SNP (moyenne écart.type de trois essais).

Tableau 16 : Récapitulatif des résultats d’absorbances et des A0,5 des extraits testés et des standards
utilisés.

Concentration
Les absorbances

6,25 µg/mL 12,5 µg/mL 25 µg/mL 50 µg/mL 100 µg/mL 200 µg/mL 400 µg/mL A0,5

EXT E 0,08±0,005 0,09±0,003 0,11±0,02 0,11±0,003 0,13±0,008 0,16±0,004 0,22±0,01 1228,19±196,65

EXT C 0,07±0,003 0,08±0,002 0,08±0,002 0,1±0,002 0,12±0,004 0,18±0,01 0,27±0,04 831,53±181,007

EXT A 0,08±0,01 0,07±0,004 0,07±0,01 0,09±0,01 0,09±0,002 0,11±0,005 0,14±0,004 167,89±181

EXT B 0,11±0,02 0,09±0,005 0,09±0,004 0,1±0,005 0,09±0,002 0,1±0,003 0,14±0,01 822,93±76,24

Concentration 12,5 µg/mL 25 µg/mL 50 µg/mL 100 µg/mL A0,5

AC
ascorbique 0,75±0,01 1,22±0,01 1,9±0,03 2,35±0,01 7,14±0,05

Trolox 0,3±0,01 0,43±0,01 0,64±0,03 1,04±0,01 34,17±1,23

Les résultats obtenus dans la figure 40 démontrent de manière significative que les absorbances

des extraits testés sont très similaires les unes aux autres, et qu’elles sont supérieures aux

absorbances des standards utilisés.

Les absorbances des standards, quant à elles, se présentent sous la forme de deux droites

congruentes d’absorbance inférieure.

Ces observations sont également corroborées par les données présentées dans le tableau (16).
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Figure 41 : Histogramme montre les A0,5 des extraits et des standards du test SNP.

En analysant les résultats, on observe que l’acide ascorbique et le trolox présentent une activité

antioxydante élevée, avec des valeurs de A0,5 (7,14±0,05 µg/mL et 34,17±1,23 µg/mL)

respectivement inférieures à celles des extraits.

En analysant les données de la figure 41, on peut observer que la valeur A0,5 de l’Ext A acétate

d’éthyle relativement basse (167,89 ±76,24 µg/mL) présente une appréciable activité, inférieur

presque cinq fois aux trolox, suggère un pouvoir réducteur le plus élevée parmi les autres extraits

testés.

En revanche, les Ext B, Ext C, Ext E ont des valeurs de A0,5 plus élevées (822,93±549,91 µg/mL,

831,54±181 µg/mL, 1228,19±196,65 µg/mL respectivement), ce qui indique une activité

antioxydante très faible par rapport aux standards utilisés et aux extrait acétate d’éthyle.

On conclusion à l’aide de ces résultats :

Test Extrait IC5O

DPPH

B 13,69±2,21 µg/mL

A 12,08±0,76 µg/mL

C 23,90±4,53 µg/mL

E 20,42±1,60 µg/mL

ABTS

B 6,45±1,69 µg/mL

A 8,39±5,93 µg/mL

C 10,09±1,07 µg/mL

E 12,96±0,28 µg/mL
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FRAP

B 70,82±3,98 µg/mL

A 56,32±24,25 µg/mL

C 129,69±16,23 µg/mL

E 98,23±13,77 µg/mL

Phenanthroline

B 186,03±25,8 µg/mL

A 105,51±8,24 µg/mL

C 199,97±33,26 µg/mL

E 194,53±72,14 µg/mL

SNP

B 822,93±549,93 µg/mL

A 167,89±76,89 µg/mL

C 831,53±181,007µg/mL

E 1228,19±196,65µg/mL

Tableau 17 : Récapitulatif des résultats IC50 des cinq tests antioxydants.

 A l'aide de ces résultats, nous pouvons conclure que:

L'extrait d'acétate d'éthyle a démontré une excellente activité antioxydante en termes d’inhibition

des radicaux libres DPPH et ABTSᱸ+, ainsi qu'une forte capacité à réduire le fer ferrique dans le

complexe phérucianure de potassium. De plus, l'extrait A présente une activité antioxydante

appréciable en ce qui concerne la Phenonthroline et le SNP. En revanche, l'extrait de n-butanol

affiche des valeurs légèrement plus élevées d'IC50 par rapport à l'extrait d'acétate d'éthyle A (à

l'exception de l'ABTSᱸ+ où c'est l'inverse).

Quant aux extraits d'éther E et de chloroforme C, ils démontrent les valeurs d'IC50 les plus

élevées dans tous les tests, suggérant une activité antioxydante relativement plus faible par rapport

aux extraits A et B.

En résumé, l'extrait d'acétate d'éthyle A présente la plus grande activité antioxydante parmi les

extraits testés, suivi de près par l'extrait de n-butanol B, puis les extraits d'éther E et de chloroforme

C. Ces résultats indiquent que les extraits d'acétate d'éthyle et de n-butanol renferment des

composés dotés d'une remarquable capacité antioxydante, ce qui en fait des candidats prometteurs

pour des applications dans le domaine de la santé. Ils pourraient également constituer des sources

prometteuses de composés antioxydants et méritent donc une attention particulière pour d'autres

études et applications potentielles.
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Nos résultats, ainsi que la comparaison des extraits testés provenant de notre espèce du genre

Linum avec ceux d'autres espèces du même genre, mettent en évidence la diversité des activités

antioxydantes présentes dans ces espèces. Cette diversité d'activités antioxydantes entre les

différentes espèces du genre Linum suggère la présence de composés bioactifs spécifiques dans

chaque espèce, contribuant ainsi à leurs propriétés antioxydantes uniques.

2.2. Activités anti-inflammatoires

La présente étude vise à évaluer l’activité anti-inflammatoire des extraits de la plante étudiée en

utilisant deux approches : l’inhibition de la dénaturation thermique de l’albumine sérique bovine et

la stabilisation de la membrane érythrocytaire afin de prévenir l’hémolyse.

2.2.1. Inhibition de la dénaturation thermique des protéines BSA

L’objectif de cette étude est de mesure l’activité anti-inflammatoire à l’aide d’une méthode qui se

base sur la dénaturation thermique des protéines, en particulier la protéine de sérum bovin (BSA).

Les résultats obtenus ont été organisés dans le tableau (18), ainsi que sous forme de graphiques

(figure 42, figure 43) pour une meilleure visualisation.

Figure 42 :Analyse comparative des pourcentages d’inhibition entre l’anti-inflammatoire de
référence et l’extrait testé (moyen écart type de trois essais)
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Tableau 18 : Récapitulatif des résultats de pourcentages d’inhibition d’extrait testé et le standard
utilisé.

Concentra
tion

Pourcentage d'inhibition
1,56

µg/mL
3,12

µg/mL
6,25µg/

mL
12,5µg/

mL
25µg/m

L
50µg/m

L
100

µg/mL
200

µg/mL
400

µg/mL

Ext B 1,36±6,
51

16,61±0,
191

13,3±6,
34

12,61±5
,52

16,53±1
,77

20,6±0,
85

26,56±2
,27

46,77±3,
06

56,91±1
3,51

Dicloféna
c

56.28±6
,61

61.57±2,
78

71.81±9
,32

99.54±0
,28

100.07±
0 µ

99.65±0
,04

98.57±0
,56

100.09±
0,10

En analysant les données, on remarque une tendance générale à l'augmentation des pourcentages

d'inhibition à mesure que la concentration augmente pour les deux molécules (extrait B, diclofénac).

Aux concentrations les plus faibles (1,56 µg/mL, 3,12 µg/mL), l'extrait B présente des

pourcentages d'inhibition faibles (1,36±6,51 %, 16,61±0,191 % respectivement). En revanche, le

diclofénac affiche des pourcentages d'inhibition plus élevés à ces concentrations (56,28%, 61,57%)

respectivement.

Aux concentrations les plus élevées, on observe une augmentation progressive des pourcentages

d'inhibition pour l'extrait B, atteignant sa valeur maximale de (91,5±13,23%) à une concentration de

800 µg/mL. En revanche, le diclofénac atteint son pourcentage d'inhibition maximal de

(100,09±0,10%) à une concentration plus basse, soit 200 µg/mL.

Dans cette étude, nous avons utilisé la méthode de l'IC50 pour évaluer la capacité anti-

inflammatoire de l'extrait B et du diclofénac. Les valeurs de l'IC50, qui représentent les

concentrations nécessaires pour inhiber à 50% l'activité inflammatoire, ont été déterminées à partir

des équations de régression linéaire des graphiques.

Ces valeurs d'IC50 ont été représentées dans l'histogramme suivant, permettant ainsi de comparer

l'efficacité des deux molécules dans leur capacité à réduire l'inflammation. Une valeur d'IC50 plus

basse indique une plus grande efficacité, car une concentration plus faible est nécessaire pour

atteindre une inhibition de 50%.
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Figure 43 : Histogramme montre les valeurs d’IC50 d’un anti-inflammatoire de référence et
d’extrait testé.

Selon les résultats fournis dans l’histogramme, il est clair que la valeur IC50 de l’extrait B

(2,09±0,49 µg/mL) est supérieure à la valeur IC50 du diclofénac (0,05±0,007 µg/mL).

Effectivement, les résultats suggèrent que l’extrait B possède une faible activité protectrice

contre la dénaturation de protéine BSA.

D’après l’étude réalisée par cheurfa et al. (2022) (Cheurfa et al. 2022) sur la plante linum

usitatissimum L, les résultats du test BSA ont été présentés sous forme de tableau (19).

Les extraits de linum usitatissimum IC50 en (µg/ml)

Extrait aqueux 7,62 ±1,56 µg/mL

Extrait hydroalcoolique 36,86 ±2,72 µg/mL

Tableau 19 : Les résultats des valeurs IC50 pour l’extrait aqueux et hydroalcoolique de plante linum
usitatissimum L.

Les deux extraits de cette espèce présentent des valeurs IC50 plus élevées que la valeurs IC50 de

notre extrait B, ce qui indique que l’extrait B est plus faible pour inhiber la dénaturation de BSA

que ces extraits.

2.2.2. Activité anti-hémolytique

2.2.2.1. Innocuité des extraits vis-à-vis des cellules érythrocytaires

Afin de pouvoir évaluer l'activité anti-hémolytique des extraits, il était essentiel de préalablement

évaluer leur innocuité vis-à-vis des cellules érythrocytaires. Cette évaluation nous a permis de

déterminer les concentrations appropriées à utiliser. Les taux d'hémolyse, obtenus après l'incubation

des érythrocytes en présence des extraits, ont été calculés en comparant un témoin positif

(érythrocytes avec de l'eau distillée) à un témoin négatif (extraits à différentes concentrations avec
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le tampon phosphate salin PBS). Les résultats obtenus sont présentés dans les histogrammes

suivants (Figure 44 et Figure 45) :

Figure 44 : Histogramme montre les pourcentages d’hémolyse des hématies des déférents
concentrations de références utilisées : diclofénac et acide gallique.

Figure 45 : Histogramme montre les pourcentages d’hémolyse d’extrait n-butanolique testé.

On observe une diminution de l'hémolyse avec l'augmentation de la concentration de l'extrait

jusqu'à une certaine concentration, puis une augmentation de l'hémolyse à des concentrations plus

élevées pour l'extrait n-butanol testé par rapport aux standards utilisés.

Aux concentrations les plus faibles (0,05626 µg/mL et 0,1125 µg/mL), l'extrait n-butanol

semble induire une hémolyse relativement élevée, ce qui peut suggérer une certaine toxicité à ces

concentrations. À partir de la concentration de 0,225 µg/mL, nous observons une diminution

progressive de l'hémolyse, et à partir de la concentration de 7,2 µg/mL, nous constatons une
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diminution marquée de l'hémolyse, ce qui suggère une innocuité importante de l'extrait n-butanol à

ces concentrations élevées. Cette diminution significative de l'hémolyse est un indicateur positif de

l'innocuité de l'extrait n-butanol à des concentrations élevées. La diminution de l'hémolyse observée

à la concentration de 14,4 µg/mL confirme cette tendance et renforce l'hypothèse d'une innocuité de

l'extrait n-butanol à des concentrations élevées.

Les pourcentages d'hémolyse pour l'acide gallique sont généralement inférieurs à ceux du

diclofénac pour toutes les concentrations testées, ce qui suggère une moindre toxicité de l'acide

gallique envers les hématies. En ce qui concerne le diclofénac, les pourcentages d'hémolyse

augmentent de manière significative aux concentrations les plus élevées (4 µg/mL et 8 µg/mL), ce

qui peut indiquer une toxicité plus importante à des concentrations supérieures.

Comparativement, les pourcentages d'hémolyse observés pour l'extrait B semblent être plus

élevés que ceux du diclofénac et de l'acide gallique, en particulier aux concentrations les plus

faibles.

2.2.2.2. Effet protecteur des extraits vis-à-vis d’un stress osmotique associé à un stress thermique

Effectivement, plusieurs approches ont été utilisées dans le domaine de la biochimie pour étudier

l'efficacité anti-inflammatoire des extraits de plantes. L'une de ces approches est le test de

stabilisation de la membrane des globules rouges que vous avez mentionné. Ce test consiste à

exposer des globules rouges de rats wistar à une solution hypotonique et à une haute chaleur. Cette

combinaison entraîne la destruction des membranes des globules rouges, ce qui conduit à la

libération d'hémoglobine. La quantité d'hémolyse peut être évaluée en observant la couleur rouge du

surnageant, qui est proportionnelle au degré d'hémolyse.

Les résultats de cette étude sont présentés dans le tableau 20 et la figure 46. Pour comparer l'effet

de l'extrait n-butanol, vous avez utilisé l'acide gallique comme molécule de référence. L'acide

gallique est un composé couramment utilisé dans le traitement anti-inflammatoire, ce qui en fait un

choix approprié pour évaluer l'efficacité des extraits de plantes.

Tableau 20: Récapitulatif des pourcentages de protection de l’extrait testé et le standard utilisé.

Concentr

ation

0,0281µ

g/Ml

0,05626µ

g/mL

0,1125µ

g/mL

0,225µg

/mL

0,45µg/

mL

0,9µg/

mL

1,8µg/m

L

3,6µg/

mL

7,2µg/

mL

14,4µg/

mL

Ext B

8,265±

1,39

14,62±

1,85

14,785±

9,64

18,36±

8,34

21,46±

0,33

22,46±

0,98

22,465±

1,07

24,13

±2,5

58,585

±0,7

64,395±

0,64

A. G

21,805±

0,42

23,215±

1,29

34,23±

0,18

52,525±

4,45

55,605±

0,23

56,66±

0

57,315±

0,74

58,3±

0

57,97

±0

57,74±

0,32
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Figure 46 : Histogramme montre les pourcentages de protection des hématies vis-à-vis du stress

osmotique et thermique en fonction des concentrations de l’extrait testé et l’acide gallique.

L'analyse des données révèle des variations dans la protection contre l'hémolyse pour chaque

composé. À des concentrations plus faibles, l'extrait testé présente une protection limitée, avec des

pourcentages de protection compris entre 8,265 ± 1,39 % et 24,13 ± 2,5 %. En revanche, l'acide

gallique montre une protection plus élevée à ces concentrations, avec des pourcentages allant de

21,805 ± 0,42 % à 58,3 ± 0 %.

Cependant, à une concentration de 7,2 µg/mL, il y a un changement significatif. L'extrait n-

butanolique testé présente une augmentation importante de la protection contre l'hémolyse,

atteignant un pourcentage de 58,585 ± 0,7 %, tandis que l'acide gallique montre une diminution de

la protection à 57,97 ± 0 %. Ce changement suggère qu'à cette concentration spécifique, l'extrait

testé pourrait être plus efficace que l'acide gallique pour protéger contre l'hémolyse.

À une concentration de 14,4 µg/mL, l'extrait testé continue de présenter une protection

élevée (64,395 ± 0,64 %), tandis que l'acide gallique montre une protection légèrement plus faible

(57,74 ± 0,32 %). Cela renforce l'idée que l'extrait testé à cette concentration peut être efficace pour

prévenir l'hémolyse.

En conclusion, ces résultats suggèrent que l'extrait testé présente une dépendance à la

concentration pour sa capacité à protéger contre l'hémolyse, avec une augmentation significative de

la protection à des concentrations plus élevées, mais semble moins efficace à des concentrations

plus faibles. Ces résultats ouvrent la possibilité d'explorer davantage l'extrait testé comme un agent



CHAPITRE 3 : ANALYSES LES RESULTATS ET INTERPRETATION

102

potentiellement plus efficace dans la protection contre l'hémolyse, en particulier à des

concentrations plus élevées.

L'étude menée par Mechchate et ses collaborateurs (Mechchate et al., 2021) a révélé que

toutes les concentrations testées de l'extrait polyphénol de l'espèce Linum usitatissimum présentaient

un pourcentage d'hémolyse inférieur à 5 ± 0,126 %. Cela signifie qu'il y avait un pourcentage de

protection allant jusqu'à 95 %, ce qui indique que l'extrait est non hémolytique et peut être considéré

comme sûr à utiliser. Cet effet protecteur est supérieur à celui observé avec l'extrait n-butanolique,

qui a montré un pourcentage de protection égal à 58,3 ± 0 %. Cette valeur est près de deux fois celle

obtenue avec l'extrait de l'espèce étudiée par Mechchate et ses collaborateurs.

2.3. Activité enzymatique alpha-amylase

L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase est une propriété essentielle dans le contexte du diabète,

car cette enzyme joue un rôle clé dans la dégradation des glucides complexes en sucres simples, tels

que l'amidon.

Les inhibiteurs de l'alpha-amylase, comme l'acarbose (molécule de référence), sont utilisés

comme agents anti-diabétiques. Ces inhibiteurs agissent en se liant à l'enzyme alpha-amylase et en

entravant son activité catalytique, ce qui réduit la dégradation des glucides en sucres simples.

L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase est généralement mesurée en utilisant l'IC50, qui

représente la concentration nécessaire pour inhiber l'activité de l'enzyme de 50%. Les résultats

obtenus sont présentés dans la figure (48).

Figure 47 : Résultats du test alpha-amylase sur microplaque (Trois essai aves un blanc pour chaque
extrait E, C, A, B respectivement)
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Tableaux 21: Récapitulatif des résultats d’absorbances et des IC50 des extraits testés et des
standards utilisés.

Concentratio

n

Pourcentages d'inhibition

6,25µg/m

L

12,5µg/m

L
25µg/mL 50µg/mL 100µg/mL 200µg/mL 400µg/mL

EXT E 3,22±0,47 1,78±0,16 3,26±0,34 5,49±1,95 3,28±0,29 3,53±0,3 4,16±0,47

EXT C 2,07±0,35 2,9±0,44 2,14±0,13 2,77±0,23 2,76±0,27 1,83±0,68 5,23±2,48

EXT A 2,61±0,42 2,05±0,17 NA 1,76±0,21 0,51±0,31 NA NA

EXT B 3,21±1,24 2,86±0,31 2,19±0,15 NA 2,92±1,52 1,49±0,85 0,24±0,6

Acarbose 7,76±0,17 8,08±0,3 9,46±0,11 10,7±0,96 31,81±31,81 37,21±3,54
53,05±1,5

9

Figure 48 : Histogramme montre l’IC50 de standard utilisé et les quatre extraits testés.

Dans ce cas, une IC50 élevée indique une activité inhibitrice relativement forte de l'échantillon sur

l'enzyme alpha-amylase.

La molécule de référence, l'acarbose, présente une activité inhibitrice plus forte que les extraits,

avec une IC50 plus élevée (3650,93±10,7 µg/mL).

En revanche, les extraits E, C et B présentent des valeurs d'IC50 plus basses (35,30±24,58 µg/mL),

(50,04±36,57 µg/mL) et (63,65±39,67 µg/mL) respectivement par rapport au standard. Cela suggère

que ces extraits ont une activité inhibitrice relativement plus faible sur l'enzyme alpha-amylase.

L'extrait A présente une valeur d'IC50 plus faible (197,42±87,83 µg/mL) par rapport à l'acarbose,

mais supérieure à celle des extraits E, C et B. Cela indique que l'extrait A a une activité inhibitrice

d'enzyme relativement faible par rapport à l'acarbose.
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2.4. Test de toxicité sur les larves de farines Tenebrio molitor

Cette étude vise à évaluer la toxicité des extraits éther, chloroforme, acétate d'éthyle et n-

butanolique de la plante étudiée sur des larves de Tenebrio molitor. Pour cela, six larves de taille

similaire ont été utilisées pour chaque extrait. Un volume de 3 µL des différentes concentrations

(8000 µg/µL, 800 µg/mL, 80 µg/mL) a été injecté dans le ventre des larves à l'aide d'une seringue

Hamilton. Les résultats de cette étude ont été comparés à des standards tels que l'acide ascorbique et

le méthanol, afin d'évaluer la toxicité relative des extraits. Les résultats sont présentés dans le

tableau, et les figures sont utilisées pour représenter graphiquement les données et présenter des

images réelles des larves.

Tableau 22: Evaluation du pourcentage de mortalité, de survie, de développement des larves de
Ténébrions Molitor après l’injection des quatre extraits.

(+) : la survie (-) : la mort (D) : le développement (M) :méthanol (A.A) :acide ascorbique.

Extraits
Les jours de surveillance sur les larves Tenebrion Molitor Pourcentage

de
mortalité%

Pourcentage de
Développement %

Pourcentage
de

survivants1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

E1
4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4

33,33 % 00% 66,67%-2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2

E2 +6 +6 6 +6 +6 +6 +6
+5 +5 +5 +5 +5 +5 +5 +5

16,67% 00% 83,33%-1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

E3 +6 +6 +6 +6 +6 +6
+6 6+ 6+ 6+ 6+ 6+ 6+ 6+ 6+

00% 83,33% 100%1D 1D 2D 2D 3D 4D 5D 5D 5D

C1
+4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4

33,33% 00% 66,67%-2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2

C2 +6 +6 +6 +6 +6 +6
+6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6

00% 83,33% 100%1D 1D 2D 3D 4D 5D 5D 5D 5D

C3 +6 +6 +6 +6 +6 +6
+6 +6 +6 +6 +6 +5 +5 +5 +5

16,67% 50% 83,33%1D 1D 2D 2D 3D -1 -1 -1 -1
3D 3D 3D 3D

A1 +6
+4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4 +4

33,33% 16,67% 66,67%-1 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2
1D 1D 1D 1D 1D 1D

A2 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 00% 00% 100%

A3 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6
+6 +6 +5 +5 +4 +4 +4 +4

33,33% 16,67% 66,67%1D 1D -1 -1 -2 -2 -2 -2
1D 1D 1D 1D 1D 1D

B1 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 00% 00% 100%

B2 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 6 +6 00% 16,67% 100%
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1D 1D 1D 1D 1D 1D
B3 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 00% 00% 100%
M +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 00% 00% 100%
A.A +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 +6 00% 00% 100%

E1 E2 E3

(80mg/ml) (8mg/ml) (0,8mg/ml)

C1 C2 C3

(80mg/ml) (8mg/ml) (0,8mg/ml)

A1 A2 A3

(80mg/ml) (8mg/ml) (0,8mg/ml)

B1 B2 B3

(80mg/ml) (8mg/ml) (0,8mg/ml)
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Figure 49 : Effets des extraits de la plante étudiée sur les larves injectées par différentes
concentrations.

Figure 50 : Histogramme des pourcentages de mortalité, de survie et de développement des extraits
et des standards lors du test de toxicité sur les vers de farines Tenebrio molitor.

Les résultats obtenus dans le tableau 22 et les figures 49 et 50 permettent de comparer les effets

des différents extraits testés sur les larves de Tenebrio molitor par rapport aux standards tels que

l'acide ascorbique et le méthanol. Les paramètres évalués comprennent le pourcentage de mortalité,

le pourcentage de développement et le pourcentage de survie. Les numéros 1, 2 et 3 correspondent

respectivement aux concentrations de 8000 µg/mL, 800 µg/mL et 80 µg/mL.

Les larves injectées avec les molécules de référence, telles que le méthanol et l'acide gallique,

ont présenté un taux de survie complet, mais aucun développement n'a été observé. Dans l'ensemble,

les extraits E1, C1, A1 et A3 montrent une toxicité importante avec des pourcentages de mortalité

de 33,33 % dans ces groupes. Les extraits E2, C2, C3, B2 et B3 montrent une toxicité modérée avec

des pourcentages de mortalité de 16,67 % ou moins. Les extraits E3, C2, A2, B1, B2, B3, ainsi que

les molécules de référence méthanol et acide ascorbique, n'induisent aucune mortalité chez les

larves.

En ce qui concerne le développement, l'extrait E3 présente le pourcentage le plus élevé de

développement larvaire (83,33 %). Sur cinq larves développées avec cet extrait, trois ont atteint le

stade de nymphe à partir du septième jour, et deux sont devenues des coléoptères adultes. De même,

l'extrait C2 présente également un pourcentage élevé de développement (83,33 %). Sur cinq larves

développées avec cet extrait, quatre ont atteint le stade de nymphe à partir du septième jour, et une

larve est devenue un coléoptère adulte. L'extrait C3 montre un effet légèrement moins prononcé sur

le développement, avec trois larves atteignant le stade de nymphe à partir du douzième jour. Les
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autres extraits ont des effets plus faibles sur le développement larvaire, où dans les extraits A1, A3

et B2, une seule larve a atteint le stade de nymphe à partir du douzième jour.

Le pourcentage de survie est de 100 % dans la plupart des concentrations des extraits, à

l'exception des extraits E1, C1, A1 et A3 qui présentent un taux de survie de 66,67 % en raison de la

mortalité observée.

Ces résultats comparables aux références suggèrent que certains extraits ont une toxicité plus

élevée sur les larves de Tenebrio molitor, tandis que d'autres extraits ont un impact limité sur la

mortalité et le développement. L'extrait n-butanolique B s'avère non toxique dans les trois

concentrations testées, confirmant qu'il constitue un excellent complément alimentaire riche en

composants nutritifs. L'extrait éther E présente une toxicité notable à des concentrations élevées

(8000 µg/mL, 800 µg/mL), suggérant la présence de composés toxiques. De plus, l'extrait

chloroforme et l'acétate d'éthyle sont également toxiques à une concentration de 8000 µg/mL, tandis

que la présence de toxicité à une concentration de 80 µg/mL peut être expliquée par une possible

erreur de manipulation lors de l'injection.
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Conclusion et perspectives

L'étude approfondie des propriétés thérapeutiques des plantes médicinales, en évaluant leur

activité antioxydante et anti-inflammatoire, représente une approche prometteuse pour la découverte

de nouvelles thérapies naturelles. Dans cette étude, nous avons entrepris d'évaluer de manière

exhaustive l'activité antioxydante, anti-inflammatoire, enzymatique et la toxicité des extraits de

l'espèce du genre Linum, afin d’explorer leur potentiel thérapeutique.

Différents tests ont été réalisés pour évaluer l'activité antioxydante des extraits, notamment le

piégeage des radicaux libres DPPH, ABTS, les tests FRAP, Phénanthroline et SNP. Les résultats ont

démontré que l'extrait acétate d'éthyle présente l'effet le plus élevé dans tous les tests, tandis que

l'extrait n-butanol présente des effets légèrement inférieurs à ceux de l'extrait acétate d'éthyle dans

la plupart des tests (à l'exception du test ABTS). En revanche, les extraits d'éther et de chloroforme

ont montré les capacités les plus faibles dans tous les tests. Ces résultats permettent d'évaluer

l'efficacité potentielle des extraits de Linum en tant qu'antioxydants.

Par ailleurs, l'évaluation de l'activité anti-inflammatoire a été réalisée in vitro en utilisant les

modèles BSA (albumine sérique bovine) et la stabilisation de la membrane des globules rouges.

L'extrait n-butanol a démontré une bonne activité anti-hémolytique, ce qui suggère son potentiel

pour inhiber les processus inflammatoires liés à la lyse des globules rouges. Cependant, une faible

activité a été observée dans la protection du BSA contre l'agression inflammatoire. Ces résultats

suggèrent que l'extrait n-butanol pourrait avoir un intérêt en tant qu'agent anti-inflammatoire.

Parallèlement, nous avons également étudié l'activité enzymatique des extraits pour évaluer leur

capacité à interférer avec des enzymes spécifiques impliquées dans des processus pathologiques.

Dans cette étude, nous avons choisi d'étudier l'enzyme alpha-amylase. Les résultats suggèrent que

notre extrait présente une faible activité inhibitrice de l'alpha-amylase.

Enfin, la toxicité des extraits de Linum a été évaluée pour garantir leur innocuité potentielle lors

de leur utilisation thérapeutique. Les résultats ont révélé que l'extrait n-butanol est non toxique, ce

qui le rend prometteur pour des applications thérapeutiques. En revanche, les autres extraits,

l'extrait acétate d'éthyle, le chloroforme et l'éther, ont montré une toxicité significative, mais

seulement à des concentrations élevées.

Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives de recherche pour identifier les composés actifs

responsables de ces activités et approfondir l'exploration des applications thérapeutiques de cette

espèce du genre Linum.
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TITRE : Evaluation de l’activité antioxydante et anti-inflammatoire d’une espèce du
genre ‘Linum’

Mémoire pour l’obtention du diplôme de Master en Biochimie appliquée

Le travail présent vise à étudier les activités antioxydantes, anti-inflammatoires,
enzymatiques et la toxicité des extraits d'une espèce du genre Linum obtenus à partir
d'extractions avec des solvants de différentes polarités.

L'évaluation de l'activité antioxydante à l'aide de différentes méthodes, le DPPH, l'ABTS, le
FRAP, la Phénanthroline et le SNP, a montré que les extraits d'acétate d'éthyle et de n-
butanol présentaient une excellente capacité à neutraliser les radicaux libres DPPH et ABTS,
avec des pourcentages d’inhibition IC50 respectifs de (12,08±0,76 µg/mL, 8,39±5,93 µg/mL)
et (13,69±2,21 µg/mL, 6,45±1,69 µg/mL) ainsi qu'une bonne activité de réduction du fer
ferrique en fer ferreux. En revanche, les tests de Phénanthroline et de SNP ont montré des
effets faibles et négligeables. Les extraits d'éther et de chloroforme, quant à eux, ont
présenté les valeurs les plus basses par rapport aux autres extraits, avec une bonne activité
oxydante pour neutraliser les radicaux DPPH et ABTS, ainsi que le FRAP, mais une faible
activité pour la Phénanthroline et le SNP.

L'évaluation de l'activité anti-inflammatoire de l'extrait de n-butanol a révélé une faible
activité pour protéger la protéine BSA, avec un IC50 de 2,09±0,49 µg/mL. L'extrait de n-
butanol a également montré une bonne activité anti-hémolytique vis-à-vis des globules
rouges, avec une valeur de protection remarquablement élevée de 64,395% pour la première
concentration élevée de 14,4 mg/mL.

En ce qui concerne l'activité inhibitrice de l'enzyme alpha-amylase, nos quatre extraits ont
montré une faible activité enzymatique.

Enfin, le test de toxicité sur les larves de Tenebrio molitor suggère que l'extrait de n-butanol
ne présente aucune toxicité, tandis que les autres extraits testés, à savoir l'acétate d'éthyle,
l'éther et le chloroforme, présentent une toxicité significative, mais seulement à des
concentrations élevées.
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