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Abstract

The antioxidant compounds are the subject of many works because, in addition to their
use as conservatives in the foodstuffs by replacing synthesis antioxidants, they intervene in
the treatment of many diseases. Within the framework of discovered new antioxidants from
the natural sources, we have investigated in this work, the study of phenolic compounds and
the evaluation of the antioxidant and antiinflamatory properties of thymus
vulgaris ,matricaria recutita ,anethum graveolens aqueuses extracts.

The first part of this study concerns the extraction and the quantification of total
phenolics and flavonoids, by bleu of Prusse and the aluminium trichloride respectively .The
results obtained showed the richness of thymus vulgaris , and anethum graveolens and a
midlle result of matricaria recutita.

The second part is the study of the antioxidant and antiinflamatory activity of the plant
extract using twoo techniques: DPPH radical scavenging and inhibition of proteines
dénaturation methode .
The antioxidant activity methods showed that THV , AG ;MR have a effect scavenging of
radicals DPPHe) and, compared to BHT. And inhibition of protein denaturation. These results
suggest that this plants can be used to treat diseases and inflamation that require the
scavenging of free radical.
Keywords:

matricaria recutita .thymus vulgaris.anethum graveolens,activité antioxydant , radicaux

libres , polyphénols , flavonoides , inflammation ,DPPH.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION :

L’utilisation des plantes médicinales par I’homme est une pratique antique (1) .

De nos jours la majorité des habitants du globe terrestre utilisent de trés nombreuses
xx plantes, compte tenu de leurs propriétés aromatiques, comme  source
d’assaisonnement ou comme reméde en médecine traditionnelle. Cependant, cette
utilisation ne se base sur aucun critére scientifique, elle tient compte simplement des

Observations au cours des siécles (1,2).

Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des
produitsChimiques synthétiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet,
la peroxydation des lipides produites au cours des processus de fabrication et de stockage
des aliments sous I’action des radicaux libres de 1’oxygeéne (ROS) conduit a la perte de la
qualité et de la sécurité des aliments. Les antioxydants de synthese généralement utilisés
en industrie alimentaire pour retarder 1’oxydation des lipides se sont avérés responsables
d’effets indésirables. De plus, 1'usage excessif d’agents antibactériens chimiques dans la
médication humaine ainsi que dans l’¢levage animal conduit a I’apparition de souches

bactériennes résistantes (2).

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font 1’objet d’étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection

des aliments contre I’oxydation.et comme des anti-inflammatoires, et des anti-analgésiques.

Ce travail vise a étudier I’activité anti-iflammatoire et antioxydante des extraits bruts des trois
Plantes aromatiques et medecinales matricaria recutita, thymus vulgaris. et anethum
graveolens., qui appartiennent respectivement a la famille des asteraceae, lamiaceae,
apiaceae ;Elles sont parmi les familles de plantes les plus utilisées comme source mondiale

d’épices et d’extraits a qualité médicale intéressante (3).

La sélection de ces plantes s’est fondée sur les critéres suivants : sont parmi les
plus populaires plantes aromatiques et médicinales utilisées dans le monde entier, leur
utilisation fréquente par nos populations dans le domaine culinaire et celui de la
médecine traditionnelle, a coté du fait que leurs huiles essentielles sont utilisées dans les
industries alimentaires, pharmaceutique et cosmétique, leur efficacité dans le traitement

Symptomatique de troubles de ’appareil digestif supérieur reconnue traditionnellement.



INTRODUCTION

Elles représentent récemment un sujet de recherche scientifique intéressant.
Notre travail sera réparti en deux parties :

e une partie relative a 1’étude bibliographique, des 3 plantes, des flavonoides, activité
anti- Inflammatoire, radicaux libres,stress oxidant et les antioxydants. .

e Une autre partie réservée a I’étude expérimentale subdivisée en deux chapitres: I'un
Présente les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail et

’autre consacré a la présentation et la discussion des résultats obtenus.
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CHAPITRE |- LES PLANTES MEDICINALES :

| -1-L’utilisation médicinale des plantes :

On a trouvé la trace de I’utilisation des plantes 5000 ans avant J-C en Chine, en
Mésopotamie et en Egypte. Tablettes cuneiformes et Papyrus, témoignent du recours aux
plantes dans le monde occidental, les observations cliniques des effets des plantes par
Hippocrate marquérent 1’intérét pour ces remedes, de siécle en siecle, Théophrastes, Aristote
puis Pline et Discoride approfondirent la connaissance des plantes et de leurs propriétés,
’ouvrage de Discoride (I* siécle avant J-C) le « De materia medica » décrit plus de cing cent
plantes et leur utilisation : il restera une référence jusqu’au XVIII® siecle, il en restera de
méme des travaux de Galien, médecin de Marc-Aurele ? considéré comme le fondateur de la
pharmacie, par la suite, le développement des routes commerciales vers I’inde et 1’ Asie, aussi
bien que la diffusion de la culture arabe, enrichirent ’arsenal thérapeutique végétal de sa flore

et une incidence forte tant sur I’alimentation (pomme de terre, tomate, mais ..ect).

Les progres de la physiologie puis la pharmacologie permirent de comprendre les
mécanismes d’action de ces substances naturelles, depuis quelques décennies, la
compréhension des relations qui existent entre la structure d’une molécule et son activité
biologique permet la conception et la fabrication de médicaments synthétiques aux

performances améliorées ou aux effets indésirables mieux contrélés (3,4).

Aujourd’hui, des inventaires systématiques, des enquétes ethnobotaniques, I’extension
de la recherche aux champignons, ce sont eux qui produisent les antibiotiques et aux
innombrables organismes marins, ainsi que des moyens puissants (criblage a haut débit)
permettent de sélectionner des substances qui pour certaines, deviennent (ou deviendront) des
médicaments, révelent des mécanismes d’action originaux, ouvrent de nouvelles voies de
syntheése dérivés de 1’artemisinine, paclitaxel, docétaxel, ixabépilone ...etc. témoignent de cet

apport majeur des substances naturelles a la thérapeutique.

Parallélement, I’approfondissement de la connaissance des plantes d’usage traditionnel,
tout comme 1’amélioration des techniques de production et de controle améliorent leurs
qualités, I’évaluation clinique de leurs effets permet de mieux cerner ce qu’elles peuvent

apporter a I’arsenal thérapeutique, aux prix d’un risque généralement limité(3,4).



PARTIE 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I-2- La phytotherapie et les produits naturels :
D’ un point de vue étymologique,le terme « phyto »de phytotherapie provient du grec
ancien avec le terme plus précis de « phyton » et signifie «végetal », C’est le traitement ou la

prévention des maladies par l'usage des plantes (3,5) .

Il'y a plus de 20 ans, déja que I’OMS reconnaissait I’importance de la médecine
traditionnelle et proposait son intégration dans les systemes officiels de santé,
particulierement dans les pays en développement . Toutefois, malgré les énormes progres
réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de multiples avantages. De
tout temps, a I'exception de ces cent dernieres années, les hommes n'ont eu que les plantes
pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles
que la tuberculose ou la malaria. Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent
au premier plan, car l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques a diminué et

les bactéries sont peu a peu adaptes aux médicaments et leur résistent de plus en plus (4,5) .
La phytothérapie se partage en deux grands types :

« une pratique traditionnelle,parfois trés ancienne basée sur | utilisation de plantes selon
les vertus découvertes empiriquement ,cette phytotherapie est considérée comme une
medecine traditionnelle et encore massivement employée dans certains pays dont les
pays en voie de développement ,c’est une medecine non conventionnelle du fait de
I’absence d’étude clinlque

e Uune pratique basée sur les avancées et preuves scientifiques qui recherche des extraits
actifs des plantes, les extrais actifs identifiés sont standarlisés,cette pratique conduit
aux phytomeédicament et selon la reglementation en vigueur dans les pays ,leur
circulation est soumise a 1’autorisation de mise sur le marché pour les produits finis,et
a la réglementation sur les matiéres premieres a usage pharmaceutique pour les
préparations magistrales de plantes medecinales ,celles-ci étant délivrées

exclusivement en officine ons parle alors de biologie pharmaceutique (5) .

I-3- Les produits naturels des plantes et leurs activités biologiques :

Les plantes produisent un grand nombre de composés, Ils ont des intéréts multiples mis
a profit dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Ils se
sont surtout illustrés en thérapeutique et dépassent actuellement 100 000 substances
identifiées. Les produits naturels des plantes peuvent étres classés en deux catégories, les

métabolites primaires et les métabolites secondaires(4,5 ).
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e Les métabolites primaires : ils ont un role essentiel pour le métabolisme et le
développement végétal, se retrouvent dans toutes les especes ( 4,5).

o Les métabolites secondaires: ils ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais résultent de réactions chimiques ultérieures , lls sont des
molécules qui ne participent pas directement au développement des plantes mais
plutdt interviennent dans les relations avec les stress biotiques, abiotiques,
microorganismes pathogenes...etc. On congoit donc que la plante puisse
développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances
les plus diverses pour se défendre. Ils sont différents dans les différentes espéces ,
Parmi eux :les terpenes, les flavonoides, les tannins, les saponosides, les

alcaloides et les coumarines(4,5).

I-3-1- Les flavonoides :

Les flavonoides sont des substances présentes dans les plantes(4,5,6). lls sont a
I’origine des teintes brunes, rouges et bleues des fleurs et des fruits. Certaines plantes sont
réputées pour leur richesse en flavonoides : par exemple, le thé, le raisin, les oignons, les

pommes, le cacao, la grenade, le cassis et les myrtilles ou encore le café)( 6).

Sont des composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (6,5 ). Qui
peuvent étre rencontrés dans une large variété de fruits et de légumes consommeés
quotidiennement par I'étre humain, certains de ces composés présentent des activités
biologiques d'intéréts, telles que des actions anti- oxydantes (7 ), anti-Inflammatoires,

antihypertenseurs, anti-influenza antiallergique, antifongiques et Antivirales(7 ).

I-3-2- Les tannins :

Les tannins sont des polyphénols polaires tres abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes et les dicotylédones , existent dans presque chaque partie de la plante :
feuilles, fruits et racines, ils sont caractérisés par leur capacité antioxydante et leur propriété
thérapeutique (6,7,5 ) ; Les tannins permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre
les infections .traiter la diarrhée ou les irritations cutanées(7,6 ), lls sont divisés en deux

groupes :

e Tannins hydrolysables qui sont des esters d’un sucre (généralement le glucose) et d’un
nombre variable de molécules d’acide phénolique (acide gallique ou acide
héxahydroxydiphénique (HHDP)(7 ) .

e Tannins condensés qui sont formés par la condensation des uniteés flavan-3-ols et
flavan-3-4-diols(7 ).
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I-3-3- Les terpénes :

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représenté(6,7 ), Ils sont
formés par la polymérisation des unités a 5 atomes de carbone. Ils constituent le principe

odoriférant des végétaux( 6,7 ). Cette odeur est due a la libération des molécules tres volatiles.

Des études faites sur des animaux ont montré que certaines classe des terpénes telle
que : le béta sitostérol, comme son glucoside, possedent des propriétés anti-inflammatoire,
antipyrétique, antinéoplasique et immuno-modulatrice(7 ) . Aussi, les terpenes sont largement
utilisés dans le secteur de la nutrition humaine (saveur, conservateur) et I’industrie du

parfum(7) .
I-3-4- Les saponosides :

Mot latin « sapon », I’herbe a savon (7,8) . lls sont des métabolites secondaires
hétérosidiques présents dans de nombreuses plantes et quelques organismes marins sont des
terpénes glycosylés, des steroides, des alcaloides glycosylés ou des hetérosides
triterpéniques,ils peuvent aussi se trouver sous forme d’aglycones ( ou génines,ce sont les
composés terpéniques ne possédant pas de glucide)(8 ), ils sont De nature amphiphiles, ces
molécules sont connues pour leur propriété tensio-active ou encore leur capacité a lyser les

globules rouges (hémolyse) (7,9,10) .
I-3-5- Les coumarines :

Se trouvent dans de nombreuses especes végétales et possedent des propriétés trés
diverses(6,7,8,10 ). Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides
membranaires et de capter les radicaux hydroxyles , superoxydes et peroxyles( 6,7,8).
Les conditions structurales requises pour 1’activité antiperoxydante des coumarines sont

similaires a celles signalées pour les flavonoides (7,8,11 ).
I-3-6- Les alcaloides :

Les alcaloides sont des composés organiques azotés (7,8 ,11) molécules d'origine
naturelle. On les trouve principalement chez les végétaux (7,6,8 ), mais aussi chez les
animaux et chez certains micro-organismes Ils ont une nature basique, contenants de 1’azote
et sont pharmacologiquement actifs(8,12,14), ils sont utilisés aussi comme antalgiques
majeurs (morphine), pour combattre 1’exces d’acide urique (colchicine), comme substance
paralysante/stimulante (curare, caféine), comme anticancéreux (vinblastine, vincristine)(8 ).ils

sont aussi de forts agents antimicrobiens(8,13 ).
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A-La plante medicinale Matricaria recutita :

Matricaria recutita est une petite plante aromatique et medicinale annuelle (plante qui
accomplie son cycle de végétation, depuis la germination jusqu’a la fructification, sur une

seule année, puis meurt)(15) .
A-1- Description de la plante :

une plante Annuelle a tige unique, dressée et rameuse et feuilles trés découpées, Son
involucre est constitué de bractées qui sont linéaires, verdatres le long de la nervure médiane,
pales et membraneuses sur les bords, L’hauteur de 10-50 cm, les Fleur sont Nombreux
fleurons radiés blancs ligulés et fleurons bisexués en disque tubulaires jaunes regroupés en
capitules, 1-2,5 cm de diametre et se reconnaissent a leur odeur, Ligule de fleurons
s’abaissant rapidement. Pointe munie de trois dents peu marquées. Corolle de fleurons a cinq
lobes. Absence de calice. Cing étamines, antheres regroupées en tube autour du style. Pistil
constitué de deux carpelles soudés, style solitaire, stigmate bilobé. Capitule enveloppé par des
verticilles de bractées involucrées. Capitule solitaire, a I’extrémité de la tige et des
ramifications,Les Feuilles sont alternes, a pétiole court ou sans pétiole, glabres,Le Limbe
bipenné ou tripenné, divisé. Divisions fines, filiformes ou linéaires,ses fruitde Cypsele

jaunatre ovale, 4-5 cannelures sans aigrette( 16).

Figure 1. Photos de Matricaria recutita.

A- 3-Place dans la systématique :
Régne : Plantae
Embrenchement : Spermatophyta (plantes a graines)

division : magnoliophyta
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Classe : magnoliopsida

ss.Classe : Astéridaea

Ordre : Astérales

Famille : Asteraceae

Genre :Matricaria

Espece : Matricaria recutita (15,16)

A-4- Répartition géographique :

Abondante en Europe, surtout en Hongrie, Yougoslavie, et en Afrique du Nord, croit

dans les lieux incultese (17).

A-5-Utilisation en médecine traditionnelle :

la plante médicinale Matricaria recutita

traditionnelle .

tres utilisée dans la pharmacopée

En régle générale, les fleures sont la partie de la plante les plus utilisées

fréqguemment comme abortif, antispasmodique, antiparasitaire et antalgique, le tableau 1

presente des differentes usages traditionneles.

Tableau 1. Quelques usages traditionnels du Matricaria recutita :

Partie

etAntispasmodiqueanti_ulcére

La plante Pays . Voie Usages Réf.
P y utilisée g
Espagne Antimicotique,anti_inflammatoirelnfections
Italie Orale |pulmonaires,cicatrisant de la peau douleurs
alemagne externe | rhumatismales, rhume, maux de
lituanie Plante gorge ,pommade contre les picures des
suisse entiére insectes les irritations anales et vulvaires
Matricaria Infections de tube digestif,antispasmodique, | 18, 19
. France
recutita arthrose 20
Affections gastrointestinales calculs
Algérie biliaires tumeurs internes rhumatismes
Plante . . .
maroc antiére Orale sciatiques nevralgie
egypt externe | Antifongique,antimicrobien,

A-6- Composition biochimique :

L’espéce Matricaria recutita représente une source essentielle de plusieurs composés

telle que:

coumarines(Herniarine,

Les

. Umbelliférone,

alcaloides2-(decan-9-

one)-N- methyl-4- quinolone

Coumarine ,Isoscopolétine

)(16), les

,Scopolétine,
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Umbelliférone Esculétine2-(decan-9- one)-N- methyl-4- quinolone ,montanine)(16), les
flavonoides(Quercétagétine ,Apigénine7-glucoside ,Lutéoline7-glucoside ,Hypéroside ,Rutine
Apigeénine, Apigénine 8-B-O-(4’0-acétyl) glucoside ,Apigénine 7-glucoside)(16), les tanins

et les huiles essentielles(Chamazuléne , -alpha-bisabolol) (16,17,18) .

B -La plante médicinale Thymus vulgaris :

Le Thym commun, Thym cultivé ou Farigoule (Thymus vulgaris). En cuisine, on
I'appelle simplement « thym ». C'est une espece commune des garrigues ensoleillées et des
steppes du sud de I'Europe, et du Nord de I'Afrique. Le thym commun est indissociable de la
culture méditerranéenne.Le thym commun est wune plante des pharmacopées

méditerranéennes(21).

Thymus vulgaris a été ainsi nommé par Carl von Linné en 1753 et reste le nom utilisé
par toutes les nomenclatures scientifiques.(21,22), Thymus vulgaris est un petit sous-
arbrisseau vivace de la famille des Lamiacées, touffu et tres aromatique(22,23) .

B-1 Description de la plante :

Une Plante de 7 a 30 cm de hauteur, d'un aspect grisatre ou vert-grisatre.Ses tiges,
ligneuses a la base, herbacées supérieurement, sont presque cylindriques. et trés rameuses sont
regroupées en touffe ou en buisson tres dense (22,24), Elles peuven acquérir, vers leur base,
une assez grande épaisseur. Les tiges floriferes ne produisent jamais de racines adventives, et
sont rampantes, dressées ou redressées, tortueuses dans leur partie inférieure, velue et
blanches tout autour chez les jeunes rameaux (21,22), Ses feuilles sont tres petites, ovales,
lancéolees, a bord roulés en dessous a nervures latéralesdistinctes, obtuses au sommet,
ponctuées supérieurement, au pétiole extrémement court, et blanchatres a leur face inférieure
(22,23), ses fleurs, quant a elles, sont blanches, font de 4 a 6 mm de longueur, sont pédicellées
et réunies ordinairement au nombre de trois a ’aisselle des feuilles supérieures. Elles forment
ainsi une sorte d’épi foliacé au sommet des ramifications de la tige (22 ;23), Le limbe du
calice est bilabié, un peu bossu ; la lévre supérieure a trois divisions séparées entre elles
environ jusgu'au quart ou jusqu'au cinquiéme de sa longueur, la levreinférieure possede deux
divisions étroites et subulées (21). la figure 2 montre la structure de la plante Thymus

vulgaris
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Figure 2. Photos de Thymus vulgaris

B-2. Place dans la systématique :
Régne : Eucaryote

Sous regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Astéridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espéce : Thymus vulgaris (21)

B-3. Répartition géographique :

La plante médicinale Thymus vulgaris est originaire des pays du bassin méditerranéen
sur les rives nord et ouest (ou il est souvent cultivé dans les jardins) et des territoires
limitrophes sous influence climatique méditerranéenne; ainsi qu'en Afrique du Nord. Assez
nomade, il est subspontané dans des régions subtropicales, chaudes ou tempérées, et plus

spécialement en Europe et en Amérique du Nord (21.22,24).

B-4. Utilisation en médecine traditionnelle :
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la plante médicinale Thymus vulgaris tres utilisée dans la pharmacopée traditionnelle .
En regle générale, les différentes parties de la plante sont utilisées fréguemment comme,
anti_inflammatoires antispasmodique, antiparasitaire et antalgique (Tableau 2).

Tableau 2. Quelques usages traditionnels du Thymus vulgaris .

La Pays P‘?T“,e Voie Usages Réf.
plante utilisée

douleurs rhumatismal,toux, grippe,
bronchite, asthme, angine , rhume, maux 21,23
France de gorge, Antifongique, antimicrobien,
soulager les piqlres
d’insectes,antioxidant,anti_inflammatoires

Plante

enticre Infections de tube digestif,
Thymus Orale | antispasmodique, arthrose, Les troubles | 21:22,24
vulgaris | jia)ie eXterne | nanatiques, les troubles des régles et les

infections des voies urinaires,anti-
inflammatoire
Darties Ant.lfonglque., antimicrobien, et 22 25,26
allemagne | . Antispasmodique, ballonnement 97
aériennes

épigastrique bain de bouche ou de pieds

B-5. Composition biochimique :

L’espéce Thymus vulgaris représente une source essentielle de plusieurs composés
telle que : Les alcaloides(24), les flavonoides’(Ac gallique, I’Ac caféique, la quercétine, la
rutine et la catéchine, Patulétine)(27,30,29), les tanins, et les huiles essentielles(Alpha-

bisabolole, chamazulene,chamavioline,spathulenol)(23,24) .

C-la plante médicinale ANETHUM GRAVEOLENS :

C'est une herbacée annuelle trés aromatique,Origine du nom : Aneth vient du latin
anethum(30)., emrpunté au grec @ vnov - anéthon, d'origine inconnue, et graveolens signifie
en latin «d'odeur forte », composé de «gravis» (lourd, fort) et «olens » (sentant). est

une plante de la famille des Apiacées(31,32) .

C-1 Description de la plante :
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une plante médicinale de 30-150 cm d’hauteur , ses longues tiges dressées, gréles et
striées sont creuses. Les feuilles de couleur verte sont profondément découpées, formant de
fines lanieres. Leur saveur est douce, les fleurs s'épanouissent. Minuscules et de couleurs
jaune-vert, elles sont réunies en grandes ombelles, trés fréquentées des abeilles ,ses fruits sont

de petites graines ovales et aplaties, brun clair et couvertes de poils courts.(33)

Les graines d'anethum graveolens possede des propriétés médicinales ; il est notamment anti
spasmodique, digestif, apéritif, et carminatif,antioxidant et anti-inflammatoire. (31,33)
feuilles tripennatiséquees, toutes finement divisées en lanieres filiformes, les supérieures

sessiles sur une gaine plus courte que le limbe (34,35).la figure 3 montre la structure de la
plante Anethum graveolens :

Figure 3. Photos de Anethum graveolens

C-2. Place dans la systématique :(33, 34,36)
Régne : plantae

Embrenchement : spermatophyta

_Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre :anethum

Espece :anethum graveolens

C-3. Répartition géographique :
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Tres fréquente dans la région méditerranéenne ; le grand maghreb,Europe méridionale ;

Asie occidentale ,amerique du nord (36 ,34).
C-4. Utilisation en médecine traditionnelle :

la plante médicinale Anethum graveolens trés utilisée dans la pharmacopée
traditionnelle . En régle générale, les différentes parties de la plante sont utilisées dans les cas
des Infections de tube digestif, antirhumatismal, antispasmodique,le tableau 3 montre des
differentes usages traditionneles .

Tableau 3. Quelques usages traditionnels du Anethum graveolens.

Partie

Laplante | Pays utilisée Voie Usages Réf.
) ] Infections pulmonaires, douleurs
Syria grains rhumatismales, rhume, -Carminative 38
maroc (limite I'accumulation de gaz dans le
corps et favorise leur élimination
maux de gorge
Anethum Orale
graveolens | rrance Plante Infections de tube digestif, 37
= antispasmodique, arthrose,Augmente |39
italie entiére A )
la sécrétion lactée (galactologue).
France Pa_1rties Antifongiq_ue, antim?crobien, et 39
aériennes Antispasmodique

B-5. Composition biochimique :

L’espéce Anethum graveolens représente une source essentielle de plusieurs composés
telle que : Les alcaloides (3-Hydroxyqui-2- noline et montanine, 1-methyl-4- methoxy-2-
quinolone, evolitune), les flavonoides (Eriodictyol, Taxifoline , Lutéoline , Chrysine),les
tanins et les huiles essentielles(2,5 a 4 %) (la carvone, la myristicine , I'apiol Alpha-
bisabolole,chamavioline,spathulenol)(37) ; Elles stimulent la sécrétion de la vésicule
biliaire (labile) qui facilite la digestion des matiéres grasses. En outre, les essences naturelles

de la menthe et de fenouil ont un effet spasmolytique

(37, 38, 39) .

-11 -
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PARTIE 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE Il : LES FLAVONOIDES

I1-1-vue d’ensemble les polyphenols :

Les polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés par les végétaux et qui
appartiennent a leur métabolisme secondaire, lls sont présents dans toutes les parties des
végétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). lls participent a la

défense des plantes contres les agressions environnementales (40).
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Les polyphénols forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels, sont
divisés en plusieurs catégories : sont les acides phénoliques (acide caféique, acide
hydroxycinnamique, acide ferulique, acide chlorogenique...)(41,42), les flavonoides qui
représentent plus de la moitié des polyphénols ; les tanins qui sont des produits de la
polymérisation des flavonoides, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en
nombres considérables(43) ,sont des molécules biologiquement actives, ils sont largement
utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques, antioxydants et antiradicalaires, antimicrobiens. le Cancer (43), les maladies
dégénératives et cardio-vasculaires, des antioxydants végétaux (43), caractérisés par la
présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec
des glucides, sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la

croissance cellulaire, la germination des graines et la maturation des fruits(43 ,44).

L’¢lément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement
hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside...) (43). Les
composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre d’atomes de carbone dans

le squelette de base (43).
11-1-1 -Definition de flavonoides :

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le regne végétal(.40.41.42) , désigne une trés large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols , ou ils interviennent comme filtre UV et comme
agent de protection contre des organismes pathogénes (43,44).

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus"”, signifiant "jaune" (44 ,43 ,45,46) ,
sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles, qui
peuvent étre rencontrés dans une large variété de fruits et de légumes ,Les et boissons telles
que le vin et le thé consommés quotidiennement par I'étre humain (44 ,46 ,47). lls sont
capables de moduler P’activité de certaines enzymes et de modifier le comportement de
plusieurs systémes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer une multitude d’activités
biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, vasculoprotectrices,
antinépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et méme

antitumorales significatives (44 ,46) .

On les trouve, d’une manicre trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils

peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits(48,47)
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. Présents dans tous les organes aériens, ils ont une teneur maximale dans les organes jeunes
(feuilles et boutons floraux) (44,45,46,47).

a.Flavonoides hétérosides:

la partie osidique peut étre mono, di ou trisaccharidique. En général, les hétérosides
sont hydrosolubles et solubles dans les alcools(47), bon nombre d’entre eux ont une
hydrosolubilité plutét faible (rutoside, hespéroside)(48,49).

b. Les flavonoides aglycones :

Les genines sont, pour la plupart, solubles dans les solvants organiques apolaires.les
lipophiles des tissus superficiels des feuilles (ou des frondes) sont directement extraits par des
solvants moyennement polaires (dichlorométhane)(48,49) ; il faut ensuite les séparer des cires
et des graisses extraites simultanément (on peut certes laver d’abord al’hexane, mais la
sélectivité de ce solvant n’est pas absolue) (49,48).

I1- 1-2- Biosynthése des flavonoides :

Les flavonoides possédent tous le méme élément structural de base(,49,50,51), car ils
dérivent d’une origine biosynthétique commune. Le cycle A est formé a partir de trois
molécules de malonyl-coenzymeA (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose. Les
cycles B et C proviennent eux aussi du métabolisme du glucose, mais par la voie du shikimate
via la phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA. Le p-
coumaroylCoA et les 3malonylCoA se condense en une seule étape enzymatique pour former
une chalcone , la 4, 2°,4°, 6’-tétrahydroxychalcone . Le cycle Cse forme par cyclisation de la
chalcone,réaction catalysée par la chalcone-isomérase qui induit une fermeture
stéréospécifique du cycle conduisant a une seule 2(S)-flavanone : la naringénine , Ce cycle
s’hydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides (52).

Des étapes ultérieures surtout de glycosylation et acylation aménent les flavonoides a
la forme définitive dans laquelle elles se trouvent in vivo (53).

11-1-3-structure chimique et classification:

Les flavonoides partagent une structure chimique commune, Leur structure de base
est celle d’un diphénylpropane & 15 atome de carbone: le C6-C3-C6 , constitué de deux
cycles benzéniques ou deux noyaux aromatiques (ou anneaux) que désignent les lettres (A et

B), reliés par’un cycle pyrone,ou un hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C (53)

Cette structure est appelée aussi la molécule de flavone ,qui a été représenté dans la figure 4.
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Figure 4. Structure de base des flavonoides.

On remarquera qu’afin de distinguer les positions sur 1’anneau A et celles sur I’anneau
B, la nomenclature normalisée appose a ces derniéres le symbole ' (prime). L’hétérocycle C
est attaché au noyau B par une liaison carbone-carbone. De facon générale, les flavonoides
peuvent étre hydroxylés en position 3, 5, 7, 3°, 4°, 5’et/ou 6’. Un ou plusieurs de ces groupes

hydroxyles sont fréguemment méthylés, acétylés, ou sulfatés (54).

Ils existent soit a 1’état libre (dans ce cas ils sont dits aglycones ou génines), soit sous
forme de C- ou O- glycosides, ce qui tend a les rendre hydrosolubles (ils sont alors liés a des
sucres tels que le glucose, le rhamnose, 1’arabinose, le plus souvent aux positions 3 et 7) , ils

peuvent en outre étre des monomeres ou des oligomeres (54).

Les flavonoides se différencient par le degré d’oxydation de 1’hétérocycle C et par les
modes d’hydroxylation des anneaux A et B. Dans toutes les classes de flavonoides
mentionnées cidessous, la biosynthése justifie la présence fréquente d’au moins trois
hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4’ de la génine cependant, I’un d’entre eux peut étre
absent. Six grandes classes; de flavonoides peuvent étre mentionnées.

Les flavones et les flavonols sont les composés flavonoidiques les plus répandus, alors
que les flavanones, les flavanols, les chalcones et les anthocyanidines sont considérés

comme des flavonoides minoritaires en raison de leurdistribution naturelle restreinte (55) .

La classe des flavonoides comporte a elle seule plus de 4000 substances qui ont été
isolées et identifiées & partir des milliers des plante qu’endivise en plusieurs catégories:
Lesflavones,les flavonols et les dihydroflavonols, les isoflavonoides, les biflavonoides, les
flavanones, les flavanols, les flavanediols(leucocyanidines), les anthocyanidines, les
chalcones et les dihydrochalcones, les aurones (56),le tableau 4 montre des exemples de
chaque classe et ses carectéristiquesles ,et la richesse de differentes aliments de ces

flavonoides .

Tableau 4. Principales classes des flavonoides (56) :
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Les flavonoides

Exemples

Aliments

Les caractéristiques

Flavones

L'apigénine
Lutéoline , Chrysine

Peau des fruits
persil, et céleri .

Les Flavones et Flavonols
sont caractérisés par la
présence d'une double
liaison entre C2 et C3, et
I'existence dhydroxyle en
C3 dans les flavonols .

Dihydroflavonols
OH
HO O \©/
(.

OH O

Dihydrokaempfer-
ol

Fruits de genre citrus

Anthocyanidols

/bc‘”
7

c

OH. 04
A V4 Ve VO

Cyanidol, malvidol
et apigénidol

Raisin, fraise et

framboise

Flavonols Quercétine Poireau, radis, thé
Kaempférol no_w, oignon, pomme,
o olive et brocolis
Myricétine

Flavanones Naringénine, Poireau, radis, thé|Ces  molécules  sont
o | Eriodictyol nqlr, 0|gn0n,. pomm.e, caracterlsee.s Par I’absence
©/ - olive, brocolis, et vin | de double liaison entre C2
HO Oy Taxifoline rouge et C3et par la présence de
centre d’asymétrie , La
OH 0 seule différence entre ces

deux classes est la
présence d'hydroxyle en
C3 dans les
dihydroflavonols

Caractérisées par

I’engagement de I’OH en
C3 dans une liaison
héterosidique .
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Chalcones Butéine et Les chalcones, dépourvues
phlorétine / de I’hétérocycle central,
OH O sont caractérisées par la

O | présence d’un chainon

tricarboné, cétonique a, -

insature .
Aurones Sulfurétine Caractérisées par une
/ structure de 2-
benzylidénecoumarone .
Isoflavones Genisteine, Légumineuses (soja, | Caractérisés par leur
Daidzeine et po's_ chiches verts), variabilité structurale dont
et graines de tourne
sol I'attachement du cycle B

se fait en C3. lls ont un
effet préventif sur les
cancers du

sein .

11-1-4- ROle physiologique des flavonoides pour les plantes :

Les plantes étant immobiles, elles ont du mettre en place un systéme de résistance pour
combattre les effets de I’environnement et conserver leur forme. La dureté au gel et la
résistance a la sécheresse sont parfois attribuées aux flavonoides et autres composés
phénoliques . Les flavonoides pourraient également permettre aux plantes de survivre sur
les sols riches en métaux toxiques comme I’aluminium. IIs jouent un réle important dans
la protection des plantes vis-a-vis des rayonnements nocifs en absorbant les radiations UV et

en protégeant ainsi les tissus internes des tiges et des feuilles (56).

Une des proprietés majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes
et notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un
effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape
fondamentale de sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant
certains insectes par leur golt désagréable(57). Les flavonoides montrent d’autres
propriétés intéressantes dans le contréle de la croissance et du développement des plantes

en interagissant d’'une maniere complexe avec les diverses hormones végétales de croissance .
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Certains d’entre eux jouent également un role de phytoalexines , ¢’est-a-dire de metabolites
que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des
champignons ou par des bactéries (56,58) .

Il -1-5- Propriétés biologiques :

De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiées dans
le domaine médical ou on leur reconnait des activités biologiques et pharmaceutiques.Les

flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques .
1- Activité antioxydante :

Les flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des espéeces réactives
oxygénées (57).L’action antioxydante de ces phytonutriments ne s’exerce pas seulement par
I’inhibition et la désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation

d’enzymes oxydantes et par la chélation des traces d’ions métalliques responsables de la

production de ROS.(58).

A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants, comme le
superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogéne et le radical
flavonoxy qui en résulte peut réagir avec un autre radical pour former une structure quinone

stable (59),ce qui est montré dans la figure 5 .

Fhv-OH Flav-0O quinone

figure 5 : piégeage des ros par les flavonoides.
D’autres études ont montré que les flavonoides sont des bons inhibiteurs d’enzymes
responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine oxydase qui est une

source biologique importante du radical superoxyde (60).

Les flavonoides sont aussi considérés comme de bons chélateurs d’ions métalliques
(61), comme les ions du fer (Fe2+) et du cuivre (Cu+) qui sont essentiels pour certaines
fonctions physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la production du radical

hydroxyle par la réduction du peroxyde d’ hydrogene selon la réaction suivante:

-18 -



PARTIE 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

H,O, +Fe™ (Cu’ )= "OH+ "OH+ Fe™ (Cu™)

La figure 6 résume les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques : (a) un
noyau catéchol sur le cycle B, (b) les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C, et (c) les
groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C (60).

figure 6 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions

métalliques (Men+) (54).

2 -Activité anti-inflammatoire :

Sous I’action de la cyclooxygénase et la lipooxygénase, 1’acide arachidonique (acide
gras C20:4) se métabolise respectivement en prostaglandines + thromboxane et en
leucotrienes,molécules fortement impliquées dans le processus inflammatoires. In vitro,
plusieurs flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique
plaquettaire (61).

lIs ont méme reporté que les effets de la quercétine et La myricétine sont dose-

dépendants.

A de fortes concentrations, ils inhibent la cyclooxygénase et la lipooxygénase.
Cependant a de faibles concentrations, seule la lipooxygénase est affectée. En outre, d’autres
flavonoides tels que la lutéoline, la morine, 1’apigénine et la chrysine agissent principalement

sur Iactivité de la cyclooxygénase (62, 60), Ce qui est illustré dans la figure 7.
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COOH
CH3
Acide
arachidonique
\ quercetine, myricetine
.—t- 4 : =
netechne (=) lipoxygénases cyclo-oxygénases ) lutéoline, morine
myricetine \ apigénine, chrvsine
Leucotriénes Prostaglandines
Thromboxanes

figure 7: Inhibition de la lipoxygénases et de la cyclo-oxygénases

sous I’action de différents flavonoides (60) .

3 -Effets protecteurs vasculaires :

Les flavonoides agissent sur les vaisseaux sanguins pour le maintien d’une
perméabilité vasculaire normale (62); deux flavonoides, 1’hespéridine et 1’hespérétine
(connus sous le terme citroflavonoides) exercent des propriétés vasorelaxantes (62). D’autres
flavonoides, la quercétine et la silybine, sont responsables d’une augmentation de la résistance
des capillaires. Cette activité serait en rapport avec les effets de certains flavonoides sur les
plaquettes, les leucocytes et sur les enzymes intervenant dans la coagulation sanguine (62).

4 -effets antiallergiques :

Les flavonoides sont également connus pour leurs effets antiallergiques. Ces
effets sont attribués a leur influence sur la production de I’histamine . En effet, les
flavonoides inhibent les enzymes, telles que I’AMP cyclique phosphodiesterase et
ATPase Ca++-dépendante, responsables de la libération de I’histamine a partir des
mastocytes et des basophiles . Par exemple, I’ATPase Ca++-dépendante dégrade I’ATP
produisant ainsi de I’énergie afin de faciliter 1’absorption du calcium par les membranes

cellulaires, ce qui favorise la libération de 1’histamine stockée dans les vésicules (63).

En outre, la quercétine exerce un puissant effet inhibiteur, de la libération d’histamine
a partir des mastocytes, supérieur a celui du cromoglycate de sodium utilisé comme
médicament en empéchant la libération de I’histamine et d’autres substances endogénes qui

causent 1’asthme (63).

5- Propriétés antivirales et antibactériennes :
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La stratégie de recherche d’un composé antiviral consiste a mesurer la réduction de
I’infection virale de cellules en culture. Une substance peut agir a différents niveaux du cycle
viral:

- au niveau de I’adsorption du virus sur la cellule hote,

- au niveau de la pénétration du virus dans la cellule hote

- au niveau de la pénétration du virus dans la cellule hote,

- au niveau de la réplication du virus et la synthése des protéines virales,
- au niveau de I’assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule hote.

Les flavonoides sont capables d’agir au niveau de la synthése des protéines virales.Ce
mécanisme semble étre impliqué dans la protection des souris vis-a-vis d’une infection virale
a la suite d’une administration journaliére de 3-0-méthylquercétine a raison de 20 mg/kg
pendant 9 jours(64).

Mucsi et Pragaien 1985(64) [ont également montré une corrélation entre 1’effet
inhibiteur de certains flavonoides sur divers virus de I’herpés et leur capacité a augmenter les
taux intracellulaires en AMPc dans des cellules infectées. Des travaux ont mis en évidence un
impact des flavonoides sur le rétrovirus HIV responsable du syndrome d’immunodéficience
acquise (SIDA). De nombreux agents sont susceptibles d’inhiber la réplication du rétrovirus
du SIDA par une inhibition de la reverse transcriptase. Toutefois, ils peuvent étre toxiques
pour ’organisme. Il a été étudié I’impact des flavonoides sur la «reverse transcriptase ». Les
flavonoides se sont montrés de bons inhibiteurs de cette enzyme (65).

Cependant, leur impact semble plus fort sur I’ADN et I’ARN polymérase de la cellule
hote que sur la reverse transcriptase virale (66,67). Récemment, des chercheurs ont montré
que les Flavonoides pouvaient avoir une action plus sélective en interagissant avec une
glycoprotéine de surface du virus HIV (la gpl20), empéchant ainsi la liaison du virus a la
cellule héte (68). Enfin, les flavonoides seraient susceptibles d’inhiber 1’intégras rétrovirale
du virus HIV-1. Cette enzyme permet 1’intégration du génome viral a celui de la cellule hote.
Des études structure-activité devraient permettre de montrer quelles sont les molécules les
plus actives (69). En fait, il semble que I’intérét éventuel des flavonoides ou d’autres
micronutriments pour combattre le virus du SIDA n’ait pas été suffisamment
approfondi.Théoriquement, les flavonoides pourraient exercer deseffets antibactériens
puisqu’ils sont de puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN gyrase(70).

Une ¢étude a montré 1’effet bactéricide de différentes flavanones sur un staphylococcus
Aureus(71).Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés
complexe. Parmi les hypothéses avancées, il faut citer :

- I’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes
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- la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de métaux
tels que le fer .
- I'inhibition du métabolisme microbien (72).

6 -D’autres activités biologiques :

ils sont notamment: antihypertenseurs, anti-influenza, antifongiques, antiulcéreux,
hépato protecteurs, hypocholestérolémiants, anti cancérogenes. On rapporte méme qu'ils
peuvent avoir plusieurs effets. Certains flavonoides ont également démontré un potentiel

d'agent vasodilatateur, le diabete.

CHAPITRE Il : L’inflammation

I11-1-definition :

L'inflammation est la réponse adaptative des tissus vivants, vascularisés (73), a une
infection ou une agression tissulaire.elle est généralement bénéfique, conduit a 1I’élimination
d’éventuels pathogénes et au retour a I’homéostasie du tissu 1ésé (74). Cette réponse fait
intervenir des phénomeénes d'immunité - c'est a dire de résistance aux agressions. L'immunité
peut étre naturelle : elle ne dépend pas d'une exposition préalable a I'agression (ex. certaines
formes de phagocytose) ou, au contraire, spécifique (cellulaire, humorale) (75). Inflammation

n'est pas synonyme d'infection mais I'infection peut étre cause d'inflammation (75).
I11-2-Les causes sont multiples et représentent les agents pathogenes :

Ces causes déterminent des lésions cellulaires et tissulaires qui vont déclencher
I'inflammation (75) :
sinfection contamination par des micro-organismes (bactérie, virus,parasites, champignons)
eagents physiques: traumatisme, chaleur, froid, radiations

sagents chimiques: caustiques, toxines, venins
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scorps €étrangers: exogenes ou endogenes
défaut de vascularisation: réaction inflammatoire secondaire a une nécrose par ischémie.

eagression dysimmunitaire(anomalie de la réponse immunitaire, allergies, auto-immuniteé...)

111 -3- Les cellules de I'inflammation :

Les cellules de linflammation comprennent 1) les lymphocytes, 2)les cellules
phagocytaires ou phagocytes (polynucléaires -principalement neutrophiles- et monocytes-
macrophages), 3) les mastocytes et les polynucléaires basophiles, 4)les fibroblastes
(75,76,77).

111 -3-1 Lymphocytes :

Les lymphocytes, cellules de I'immunité spécifique, humorale et cellulaire, sont de type
B (CD20), T (CD3) ou ni B ni T (NK pour natural killer) Parmi les lymphocytes T, certains
sont dits auxiliaires = « helper » (CD4), d'autres, cytotoxiques (CD8). Les lymphocytes sont
la mémoire de I'immunité acquise et servent a son expression : les plasmocytes, par exemple,
étape finale de la maturation de la lignée B, sécrétent les anticorps. Les lymphocytes T
secrétent des cytokines . Les lymphocytes NK peuvent avoir une action cytotoxique (76).

111 -3-2- Mastocytes et polynucléaires basophiles :

Les mastocytes et les polynucléaires basophiles comportent des granulations qui
contiennent des médiateurs chimiques de l'inflammation, en particulier I'histamine et
I'néparine (77) .

111 -3-3- Cellules phagocytaires et phagocytose :

Les cellules phagocytaires ou phagocytes comprennent les polynucléaires neutrophiles
et les cellules du systeme monocyte-macrophage (incluant les histiocytes résidents, c'est a dire
les macrophages des tissus comme les cellules alvéolaires du poumon ou les cellules de

Kupffer du foie). La cellule microgliale est le macrophage du cerveau (76).

111 -3-4- Les fibroblastes :

Ce sont les cellules qui produisent le collagéne ; elles jouent un réle important dans la

cicatrisation (76) .

I11-4- Les médiateurs chimiques de I'inflammation :
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De multiples médiateurs chimiques, provenant du plasma ou des cellules, déclenchent
I’inflammation et interviennent a tous les stades de l'inflammation. Les médiateurs d'origine
plasmatique sont présents dans le plasma sous la forme de précurseurs qui doivent étre activés
(généralement par protéolyse) pour acquérir leurs propriétes.

Les médiateurs d'origine cellulaire sont soit préformes et sequestrés dans des granules intra
cellulaires (et le stimulus inflammatoire entraine ladégranulation) soit synthétisés de novo en
réponse a un stimulus (78).

La plupart des médiateurs exercent leur action ense fixant a des récepteurs
membranaires sur des cellules cibles. Ils provoquent des réactions en cascade : un médiateur
peut déclencher la libération d’autres médiateurs par les cellules cibles et qui agissant de
fagon synergique ou antagoniste. L’activation de divers médiateurs peut se répéter au cours du
processus inflammatoire, entrainant des mécanismes d’amplification ou de résistance a
I’action médiatrice initiale (79).

Dans les conditions physiologiques, la régulation du déroulement de la réaction
inflammatoire implique que les médiateurs soient rapidement inactivés par un ou plusieurs
inhibiteurs ou détruits(79).

111-4-1- Facteurs d'origine locale(cellulaire) :

-Amines vasoactives (histamine-sérotonine) :

Ces médiateurs sont formés avant 1’inflammation, stockés sous la forme de granules
cytoplasmiques et sont parmi les premiers médiateurs libérés lors du déclenchement de
I’inflammation, dans la phase initiale vasculo-exsudative. Il s’agit de la sérotoninesécrétée par
les plaquettes lors de leur agrégation et présente dans les cellules entérochromaffines et
surtout de I'histamine largement présente dans les tissus, au sein des mastocytes du tissu
conjonctif, polynucléaires basophiles et plaquettes , La dégranulation de 1’histamine
mastocytaire est déclenchée par des facteurs multiples tels que traumatisme, choc
thermiquecomplexe Ag-Ac (hypersensibilité de type | allergique médiée par les IgE),
fractions du complément (anaphylotoxines), enzymes lysosomiales des polynucléaires,
cytokines IL1 et IL8. Son action est rapide et fugace : augmentation précoce de la
perméabilité vasculaire lors de la phase aigué exsudative (vasodilatation artériolaire et
contraction des cellules endotheéliales des veinules), contraction des fibres musculaires lisses

(bronchoconstriction) et attraction des polynucléaires éosinophiles(80).

-Prostaglandines et leucotrienes :
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Les prostaglandines et les leucotriénes sont des acides gras comportant 20 atomes de
carbones (= eicosanoides), synthétisés dans les membranes a partir de I'acide arachidonique.
Produits localement, ils ont des effets marqués, locaux (vasodilatation, douleur, attraction des

polynucléaires) et généraux, tels que la fiévre(80).

-Les cytokines :

Facteurs solubles peptidiques synthétisés et libérés par diverses cellules leucocytaires
(lymphocytes et monocytes-macrophages activés) et non leucocytaires. Les cytokines sont des
médiateurs de la communication intercellulaire. Elles agissent a faible concentration,
généralement localement (& proximité de leur lieu de synthése), sur les cellules qui les ont
synthétisées (action autocrine) ou sur des cellules voisines (action paracrine), par
I'intermédiaire d'une fixation a des récepteurs membranaires de haute affinité (81). Elles sont
nombreuses et ne sont citées ici que les principales intervenant dans la réaction

inflammatoire(85).

a- cytokines synthétisées principalement (non exclusivement)par les lymphocytes
activés: Interféron gamma, facteurs chimiotactiques, facteurs activant les macrophages et
inhibant leur migration, lymphotoxines(dont le TNF-alpha responsables de lyse cellulaire,
interleukine 2 et 4 (IL2, IL4),

b- cytokines synthétisées principalement (non exclusivement) par les macrophages
actives : Interleukine 6(IL6) , Interleukine 8 (IL8), nterleukine 1 (IL1),TNF (tumor necrosis
factor).

-les molécules d’adhérence :

Les cellules du foyer inflammatoire sont concentrées a I'endroit précis de I'organisme
ou l'agression a eu lieu(81). Ce ciblage est le résultat d'interactions complexes de molécules
d'adhérence et de leurs ligands cellulaires, qui, par exemple, augmentent ou diminuent
I'adhérence au tissu interstitiel. Les vaisseaux du foyer expriment des molécules d'adhérence

pour retenir les cellules sanguines qui portent le ligand correspondant(82).

111-4-2-Médiateurs circulants (plasmatiques) :
Les médiateurs circulants ne sont actifs qu'a la suite d'une cascade de réactions qui

permet d'en réguler la production.

-le systeme de kinines :
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Les kinines sont des Polypeptides a action vasoactive formés a partir du kininogéene
plasmatique grace a l'action d'enzymes (les kallicréines). elle-méme issue du clivage de la
prékallikréine circulante. Le facteur XII (Hageman) active est I'une des molécules qui clive la
prékallikréin. Les Kinines sont de puissants vasodilatateurs. Elles augmentent la perméabilité

vasculaire. La bradykinine est un médiateur de la douleur(80,81).
-le systeme du complément :

Ensemble de 9 protéines plasmatiques (C1 a C9)s'activant selon une réaction en cascade
déclenchée soit par la fixation d'un complexe Ag-Ac sur la fraction C1, soit par des
substances variées (endotoxines, lyse cellulaire, enzymes lysosomiales libérées par les

polynucléaires) et aboutissant aucomplexe d’attaque membranaire capable de lyser les agents

Microbiens(80,81).

Certaines fractions du complément (essentiellement C3 et C5) jouent un role dans la
perméabilité vasculaire, le chimiotactisme et I’opsonisation. C3a et Cba (aussi appelées
anaphylotoxines) stimulent la libération d'histamine des mastocytes. C5a est chimiotactique
pour les polynucléaires et les monocytes et active dans ces cellules la voie de la lipo-
oxygénase du métabolisme de I'acide arachidonique(aboutissant a la libération de médiateurs
lipidiques). C5a stimule I'adhésion des polynucléaires neutrophiles a I'endothélium. C3b et
C3bi favorisent la phagocytose en se fixanta la paroi des bactéries (opsonisation).

C3 et C5 peuvent étre directement activés par des protéines présentes dans 1’exsudat :
plasmine et enzymes lysosomiaux des polynucléaires neutrophiles, ce qui contribue a un auto-
entretien de la migration des polynucléaires neutrophiles.

Des inhibiteurs controlant le mécanisme d’assemblage des protéines du complément
sont présents dans la membrane des cellules de 1’hote, le distinguant des agents microbiens et

protégeant ses cellules contre une lyse inadéquate(80,81).

-Le systeme de coagulation /fibrinolyse:

Les relations sont complexes entre inflammation et systeme de la coagulation. La
présence de depdts de fibrine intra et extra vasculaires est quasi constante dans
I'inflammation. La mise en
jeu du systeme de la coagulation aboutit a la formation de thrombine qui déclenche la
formation de fibrine a partirdu fibrinogene plasmatique ; l'activation du systeme de

lafibrinolyse conduit a la formation de plasmine (& partir de son précurseur plasmatique : le
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plasminogéne) et la plasmine détruit la fibrine par protéolyse. L'inflammation active la

fibrinoformation et par voie de conséquence la fibrinolyse. Lafibrinoformation/fibrinolyse
contribue a amplifier I'inflammation(80,81).

On peut citer plus particulierement :

facteur XII (Hageman): active les kinines, le systeme du complément, la coagulation et la
fibrinolyse. C'est une enzyme sériquequi est activée par les complexes Ag-Ac, les fragments
du collagéne issus de protéolyse, les corps insolubles (cristaux)

eproduits de dégradation de la fibrine (PDF): vasodilatateurs et chimiotactiques sur les
polynucléaires.

sthrombine: active plaquettes et cellules endothéliales ; chimiotactique pour polynucléaires et

monocytes-macrophages

111-4-3-mediateurs lipidiques :
dérivés des phospholipides des membranes cellulaires, ils comprennentles métabolites

de I’acide arachidonique et le facteur d’activation plaquettaire(80,81).

111-4-3-1-dérivés de I'acide arachidonique :

L'acide arachidonique est un acide gras formé par dénaturation des phospholipides des
membranes cellulaires, sous I'influence de la phospholipase A2 (surtout des leucocytes et des
plaquettes) activée par I'agression initiale (stimulus mécanique ou chimique) et par divers
médiateurs (C5a par exemple). Le métabolisme de I'acide arachidonique est complexe : les
métabolites intermédiaires et terminaux ont des effets variables et parfois antagonistes au
cours de l'inflammation(80).

Il existe deux principales voies métaboliques de I'acide arachidonique :

a-voie de la cyclo-oxygénase : qui conduit aux principaux médiateurs suivants :
sthromboxane A2: puissant agrégant plaquettaire, et vasoconstricteur (l'enzyme qui forme le
thromboxane A2 est surtout présentedans les plaquettes et est absente dans I'endothélium).
sprostacycline : anti-agrégant plaquettaire (par inhibition de lasynthése du thromboxane) et
vaso-dilatateur (I'enzyme qui forme la prostacycline est surtout présente dans les cellules
endothéliales)

sprostaglandines PGD2, PGE2, PGF?2 : effets trés variables selon la dose pharmacologique et
le type de prostaglandine ; le plus souvent les prostaglandines entrainent
vasodilatation,hyperperméabilitévasculaire, chimiotactisme, douleur, fievre. Leurs effets sont

moins rapides etplus prolongés que ceux de I'histamine.
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b- Voie de la lipo-oxygenase: forme les leucotrienes, groupe de médiateurs a action
chimiotactique puissante (leucotriene B4), vasoconstricteurs, bronchoconstricteurs
etaugmentent perméabilité vasculaire (leucotriénes C4, D4, E4).
111-4-3-2-facteur d’activation plaquettaire (PAF) :

médiateur synthétisé a partir des phospholipides membranaires par activation de la
phospholipase A2, par de nombreuses cellules de la réaction inflammatoire (polynucléaires
neutrophiles et basophiles, mastocytes, monocytes-macrophages, endothélium, plaquettes).
Ses effets sont nombreux, par action sur des récepteurs spécifiques ou par induction d'autres

médiateurs : augmentation de la perméabilité vasculaire, agrégationdes plaquettes, stimulation
de I’attraction des leucocytes et de leur adhésion a 1'endothélium(81).

111-4 -4-enzymes et métabolites des polynucléaires et des macrophages :

- enzymes lysosomiaux : sont déversés dans les vacuoles de phagocytose et interviennent
dans la digestion des produits de phagocytose ou sont déversés dans le milieu extérieur par la
lyse des polynucléaires. Les polynucléaires contiennent deux types de granules. Dans les
granules primaires (granules azurophiles) sont contenus la myéloperoxydase, le lysozyme
(hydrolyse des parois bactériennes), la cathepsine G, la phospholipase A2, des hydrolases
acides et des protéases neutres (élastase, collagénase)(80,81). Dans les granules secondaires,
présence de lysozyme, lactoferrine, gélatinase, activateur du plasminogene, collagénase de
type IV, histaminase et phosphatase alcaline. Les monocytes et macrophages contiennent des
hydrolases acides, collagénase, élastase, un activateur du plasminogene, toutes ces enzymes
contribuant a remodeler la matrice extra cellulaire. Les granules de éosinophiles contiennent
la major basic protein, protéine toxique pour les parasites et les épithéliums. Les
polynucléaires et les macrophages ont donc une activité de bactéricidie et de dégradation du
tissu conjonctif dans le foyer inflammatoire (lyse de la fibrine, du tissu élastique et collagéne,
des membranes basales)(82). Des protéases neutres activent directement C3 et C5. Afin de
limiter les effets pro-inflammatoires de ces enzymes quand elles sont déversées dans le milieu
extra-cellulaire et donc de limiter les Iésions tissulaires qui en sont directement issues, le
sérum et les liquides extra-cellulaires contiennent des anti-protéases telles la béta2
macroglobuline et I’alphal-antitrypsine, synthétisée par le foie et inhibiteur de 1’¢lastase
neutrophilique(83).

-radicaux libres dérivés de I’oxygéne :formés lors de la phagocytose, ils ont une action
nécrosante locale (notamment endommagent les cellules endothéliales), inactivent des
antiprotéases (dont 1’alphal-antitrypsine), activent la phospholipase A2 (d’ou la synthése de

leucotriene B4, chimio-attractant des polynucléaires et la synthése du PAF). Leurs effets
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potentiellement dangereux sont contrebalancés par des anti-oxydants présents dans le serum,

les liquides extra-cellulaires et les cellules(84).

111 -4-5- chimiokines:

famille de petites protéines partageant des séquences similaires d’acides aminés. Sécrétées
par diverses cellules (macrophages actives, endothélium...), elles jouent un réle dans
I’activation et le chimioattractisme, avec des spécificités différentes, pour les polynucléaires
neutrophiles (IL-8), les éosinophiles (éotaxine), les basophiles, les monocytes (MCP-1) et les
lymphocytes (lymphotaxine)(85).

I11-4-6- facteurs de croissance :

facteurs peptidiques proches des cytokines (dans le groupe desquelles ils tendent
actuellement a étre englobés) influencant la prolifération, ladifférenciation, la mobilité
cellulaires, par des actions endocrines, paracrines ou autocrines. Dans la réaction
inflammatoire, ils interviennent surtout a la phase du bourgeon charnu (prolifération
fibroblastique et endothéliale), de lafibrogenese cicatricielle et dela régénération épithéliale.
Les macrophages activés produisent notamment : PDGF, EGF, FGF, TGF béta(85) .

111 -4-7-monoxyde d’azote (no) :

gaz soluble produit par les macrophages, les cellules endothéliales, et certains neurones
cérébraux. Il a une action paracrine a proximité de son site de production et des effets variés
au cours de l’inflammation : c’est un un puissant vasodilatateur (relaxation des cellules
musculaires lisses des vaisseaux), il diminue 1’agrégation plaquettaire, régule le recrutement
leucocytaire, participe & uneaction anti-microbienne (lesradicaux libres de NO sont
cytotoxiques)(86).

I11 -5-Notions d'inflammation aigué et d'inflammation chronique :
111 -5-1-Inflammations aigués :

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours
ou semaines), d'installation souvent brutale et caractérisee par des phénomeénes
vasculoexsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est
importante(80,82,83,84).

111 -5-2-Inflammations chroniques :

Inflammations n'ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui évoluent en

persistant ou en s'aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années. On peut distinguer

deux types de circonstances de survenue des inflammations chroniques :
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*les inflammations aigués evoluent en inflammations prolongées subaigués et chroniques
lorsque 1'agent pathogéne initial persiste dans les tissus (détersion incompléte) ou lorsqu’une
inflammation aigué récidive de facon répétée dans le méme organe en entrainant a chaque
épisode des destructions tissulaires de moins en moins bien réparées.

*Les inflammations peuvent parfois se manifester d'emblée sous une forme apparemment
chronique.La phase aigué vasculo-exsudative est passée inapercue car bréve ou
asymptomatique. C'est souvent le cas de maladies auto-immunes, ou d'affections ou les
mécanismes dysimmunitaires sont prépondérants (exemple : hépatite chronique active

secondaire a une infection par virus de I'népatite B ou C)(81).

11 -6- Anti-inflammatoires :
111 -6- 1-Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) :

constituent une vaste famille de médicaments dérivés du cortisol(84), principal
glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides sont des substances dérivées du
cholestérol(85), dont la production est stimulée par ’ACTH libérée selon un cycle
nycthéméral par le lobe antérieur de I’hypophyse.

Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs des
glucocorticoides (GR) du cytoplasme de la cellule(85). Aprés , le complexe récepteur-ligand
formé pénétre dans le noyau cellulaire ou il se fixe & de nombreux éléments de réponse aux
glucocorticoides dans la région du promoteur des génes-cibles. Le récepteur, ainsi fixé a la
molécule d'ADN(86) .

Matricaria recutita ,Thymus vulgaris ,Anethum graveolens interagissent avec les
facteurs de transcription basiques, provoquant une augmentation de l'expression génique de
genes-cibles spécifiques. Ce processus est appelé transactivation et conditionne la plupart des
effets secondaires métaboliques et cardiovasculaires des glucocorticoides .

Le mécanisme opposeé est appelé transrépression. Le récepteur hormonal activé interagit
avec des facteurs de transcription spécifiques et prévient la transcription des génes-cibles. Les
glucocorticoides sont capables d'empécher la transcription de tous les génes immuns, incluant
celui codant I1L-2(87)

Les glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre la transactivation et la
ransrépression, et influencent a la fois les genes immuns "voulus™ et ceux "non voulus"

régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement, les efforts de
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recherche visent a découvrir des glucocorticoides agissant selectivement qui seraient capables
de ne réprimer que le systeme immunitaire(88)

111 -6- 2-Anti-inflammatoire non stéroidiens :

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les

plus tilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétique et

antalgiques. Actuellement, il y a plus de 50 différents AINS sont sur le marché mondial.

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, il
repose en grande partie sur 1’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclooxygénase,
enzyme qui permet la production de prostaglandine a partir de 1’acide arachidonique (87).

Cette caractéristique commune a tous les AINS conduit a une diminution de la
production des prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), importants médiateurs de
I’inflammation . Méme si d’autres modes d’action existent, cette activité explique largement
lespropriétés pharmacologiques et thérapeutiques des AINS, mais aussi une partie de leurs
effets secondaires en raison du rble ubiquitaire et des fonctions physiologiques des
prostaglandines Ainsi, la production exagérée de prostaglandines en situation pathologique
participe a I’inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité capillaire) et a la
douleur (sensibilisation des nocicepteurs) alors que sa production basale permet I’homéostasie
tissulaire (production de mucus, de bicarbonates et maintien du fluxsanguin sous mugqueux
gastrique, maintien de I’hémodynamique rénale en cas d’hypoperfusion en particulier).
L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINS semblait donc, jusqu’a

récemment, devoir obligatoirement s’accompagner d’effets favorables et délétéres (88) .

11 -6- 3-Anti-inflammatoires d’origine végétale :

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le régne végétal est tres vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des
propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de

lacyclooxygenase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes (88) .
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CHAPITRE IV : LES RADICAUX LIBRES

1V -1- Définition des radicaux libres :

L’0O, est une molécule bi radicalaire formée de deux atomes présentant sur leurs
orbitaux externes deux électrons non appariés. Il est donc susceptible de capter facilement 1
puis 2 électrons pour étre partiellement réduit en O, puis en H,O,. Il est ainsi a ’origine de la

formation d’espéces réactives oxygénées (ERO) (89).

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables
pour apparier son électron. Il peut soit arracher un électron (se comportant comme un
oxydant), soit en céder un (agissant alors comme un réducteur). Cette premiére réaction
conduit généralement a la formation en chaine de nouveaux radicaux ; ceci explique que la
production d’un premier radical libre puisse causer d’importantes 1ésions dans une cellule

(90).

L’appellation < Dérivés réactifs de 1’oxygene > n’est pas restrictive. Elle inclut les
radicaux libres proprement dit [radical superoxyde (O,"), radical hydroxyl (OH'),, monoxyde
d’azote (NO),...... ], mais aussi certains dérivés oxygénés reactifs non radicalaires dont la

toxicité est importante [peroxyde d’hydrogéne (H,0;), peroxynitrite (ONOQO)] (91).

Tableau 5 - Les espéces réactives de ’oxygéne (ERO) (91) :

Nom Symbole chimique
Formes radicalaires Anion superoxyde 02

Radical hydroxyle OH

Oxyde nitrique NO

Radicaux peroxyles RO,

Peroxynitrite ONOO’

Radical nitrosyl ONOOH
Formes non radicalaires Oxygene singulet 0,

Peroxyde d’hydrogene H,0,
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1V -2-La formation des ERO :

Dans les cellules la majeure partie de I’oxygeéne subit une réduction Tétravavalente
(addition de 4 ¢lectrons) conduisant a la production d’eau. Cette réaction est catalysée par le
cytochrome oxydase, accepteur terminal d’électrons présents dans le complexe IV de la

chaine de transport des électrons située dans la membrane interne mitochondriale (92).

O, +4e+4H » 2H,O

Toute fois cette chaine de transport des électrons peut laisser fuir une certaine
proportion d’électrons qui vont réduire 1’oxygéne, mais en partie sculement.
C’est ainsi qu’environs 2% de 1’oxygene subit une réduction mono électronique (addition
d’un seul électron conduisant a la formation du radical superoxyde (02 ~) au niveau de

I’'ubiquinone ou coenzyme Q.

O, +1¢€ , 027

Ce phénomene de fuite des électrons intervient parce que les enzymes qui assurent
I’approvisionnement de la chaine respiratoire en énergie (électrons et protons), les complexes
I et II, présentent un potentiel d’activité conjoint supérieur a celui de réutilisation des

électrons : le cytochrome oxydase (complexe 1V) (92).

La production des radicaux libres au niveau de la chaine respiratoire augmente avec
I’activité de celle-ci apres augmentation de 1’apport de nutriments énergétiques ou apres un

apport accru d’oxygene.

De méme la NADPH"™ oxydase des cellules endothéliales peut conduire a la formation de

radicaux 02"

NADPH + 2 0O, WNADP*Y + HT + 202

L’anion superoxide est peu réactif par lui meme, mais sa toxicité est due au fait qu’il est a

I’origine de la formation d’autres ERO (Figure 8)

Les ERO peuvent étre classées selon deux groupes :

e Lesespeces radicalaires: Le radical hydroxyl (OH®), le radical hydroperoxyle (HO,®),
le radical pyroxyle (RO>°), le radical alcoxyle (RO®).

e Les especes non radicalaires: Le peroxyde d’hydrogéne (H202), I’acide hypochloreux

(HOCI), I’0zone (O°), 'oxygene singulet (' O, état excité de la molécule), peroxinitrite
(ONNO") (94).
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Succinate

Fumarate

Matnce Membrane inteme i Espace
~§ mitochondriale || deiamitochondne | | intermembranaire

Figure 8- Production de I’anion superoxyde en condition physiologique par la fuite
d’électron de la chaine respiratoire mitochondriale (94).
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Les superoxy des dismutatses assurent I’¢limination par dismutation de 1’anion superoxyde,

premiére espece toxique formée a partir de I’oxygene, ceci selon la réaction suivante :

20, + 2H" , 0.+ HO,

La dismutation de I’anion superoxyde par les superoxydes dismutatses produit de peroxyde

d’hydrogene, une autre ERO.
La beta oxydation est aussi connue pour produire du peroxyde d’hydrogéne.

Le peroxyde d’hydrogéne peut se comporter aussi bien en oxydant qu’en réducteur lors de sa

dismutation (Figurel0). Cette réaction de dismutation est lente( 96).

/ Oxydation \

H,0, _— 2H++02 +2e-

H,O, +2H +2e- ——» 2H,0 Réduction

2 H,0, —> 2H,0 +0, _
N ~/

Figure 10- Dismutation du peroxide d’hydrogéne (96).

En présence d’ions métalliques tel que le fer ferreux (F e?"), le peroxyde d’hydrogene
formé peut aboutir par réduction, a la formation du radical hydroxyle (HO®) hautement

toxique pour les cellules (réaction de Fenton/Haber-Weiss, Figure 11).

Réaction de Fenton / Habber-Waeiss

Réaction de Fenton ,-HCOOH R, + Fe -+ & R, HCO -R, + Fe ** + HO"

0,%+ Fe <> O,+Fe+

o

Réaction d Habber Weiss ,“+R,-HCOOH-R, & O, +R,-HCO -R, + HO"

Figure 11- Réaction de Fenton/Habber-Weiss
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Lors de cette réaction 1’anion superoxyde est detoxifié.

Une autre origine du radical hydroxyle est la réaction entre les métaux et des peroxydes
organiques, lipidiques, ou protéiques. De nouvelles chaines radicalaires, quelque fois trés

actives, peuvent alors étre initiées par ce biais (96).

Des ERO tels que le monoxyde d’azote peuvent étre aussi a 1’origine de la formation
du radical hydroxyle. Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire synthétisé a partir

de I’arginine grace a ’action d’enzymes appelées NO synthases (Figure 12).

NO
Synthase
=

Figure 12- Synthése du monoxyde d’azote (°NO), du peroxynitrite (ONOQO") et du
dioxyde d’azote (NO2°)(97).

Le monoxyde d’azote est susceptible de réagir avec d’autres radicaux libres pour former des
espéces oxydantes, telle que la formation du peroxynitrite ONOO™, , oxydant puissant vis-a-

vis de nombreuses molécules.Ceci réduit la disponibilité de NO® et donc la vasorelaxation.

En outre, le peroxynitrite peut secondairement se décomposer en d’autres oxydants
(NO°,,0H°).

Une autre source de radical hydroxyle est la réaction de I’acide perchloreux formé lors de la

phagocytose (par action de myeloperoxydase) avec 1’anion superoxyde (Figure 06) (98).

H,O, + CI- — HOCI + HO
HOCI+ 02° —> 0O; + Cl + HO°

Plusieurs d’autres ERO peuvent se produire dans 1’organisme vivant, comme le radical

alkoxyle (RO®) et le radical peroxyle (ROQO®).
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Les radicaux peroxyles sont des espéces trés énergétiques. Le plus simple radical

peroxyle et le dioxyle (hydroxyle : HOO®) qui est I’acide conjugué du radical O,°" (98).
IVV-3- Les sources des radicaux libres
IVV-3- 1- Les sources exogenes:

L’organisme humain est soumis a I’agression de différents agents capables de donner

naissance a des radicaux libres(99,100,101 ,102 ,103).

e Les rayonnements UV: induisent la synthése de radicaux libres (02°", OH™ 'O, ) et de
molécules génératrices de radicaux libres (H,O;) par I’intermédiaires d’agents

photosensibilisants (99).

e Les radiations ionisantes : provoquent également la génération de radicaux libres

dérivés de I’oxygeéne(99).

e L’ingestion d’alcool : est suivie de la formation de radicaux libres selon divers
mécanismes
Enfin montré que I’alcool pouvait diminuer I’activité des enzymes de protection (SOD-
GSH-Px). De méme, les concentrations seériques en sélénium et vitamine E sont
abaissees chez les alcooliques et corrélées avec une atteinte hépatique plus ou moins
sévere( 99 ,100).

e Des toxiques : tels que ’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) , présents
dans notre environnement (suies, goudron, tabac, polluants industriels), participent a la
genese de radicaux libres : ils sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras

polyinsaturés des alvéoles pulmonaires (100).
La réaction peut étre reversible :

NO2° + CH3;CH = CHCH; *—— NO;- CH3CH- C°HCHg3.

Ou irreversible
NO,° +- CH,-CH=CH- —» HNO2 = C°H-CH=CH

NO et NO, peuvent aussi réagir avec le peroxyde d’hydrogéne produit par les macrophages

au niveau des alvéoles pulmonaires et donner naissance a des radicaux OH®.
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e La fumée de cigarette : joue un réle majeur dans la formation de ces espéces

radicalaires : elle contient NO et NO, renferme de fortes concentrations en composés
insaturés et stimule, par son action irritante, les macrophages et les alvéoles
pulmonaires. D’autres toxiques agissent par transfert d’électrons(101).
Il en est ainsi du tétrachlorure de carbone (CCl;) dont la toxicité s’exerce par
I’intermédiaire des radicaux CCI3° et mis en évidence des hépatocytes de rat par
résonance paramagnétique électronique (RPE). La réaction de CCl4 et CC13° s’effectue,
soit sous I’action du cytochrome P450(102).

CCly +¢ » Cl” + CCly
Soit en présence de fer ferreux
(CCl4+Fe? » Fe®* + CI' + CCl5° )

Ont montré que le C Cl; était capable d’induire I’auto-oxydation des acides gras

polyinsaturés, et donc de provoquer une augmentation importante des hydroperoxydes

lipidiques.

¢ Des antibiotiques anticancéreux : tels que les anthracyclines, sont également capables
de générer des radicaux libres.

La formation d’espéces radicalaires serait responsable de leur mode d’action anticancéreux
et de leur toxicité. IIs agissent selon un mécanisme de transfert d’électrons. Ainsi,
réalisés sur cultures de cellules tumorales mammaires, 1’adriamycine est bioactivée en
radical semiquinone de I’adriamycine (SQ°) par réduction enzymatique (cytochrome
P450) . Ce radical peut réagir avec I’oxygene pour former ’anion superoxyde. Pour une
autre anthracycline, la daunorubicine (DOS), la réduction en radical libre (DSO°®) se
réalise alors que la molécule est déja intercalée dans I’ADN (103).

e Lesida : Virus induit un stress oxydant (réprime le gene de la SOD de GPX)
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Figure 13 - Origine intra et extracellulaire des ERO XO : xanthine oxydase ; P-450 :
Cytochrome P-450 (103).

IVV-3- 2-Les sources physiologiques :

Dans I’organisme, il existe de nombreuses sources de ERO parmi lesquelles 1’autooxydation
des petites molécules, la xanthine oxydase et la NADPH oxydase, le réticulum

endoplasmique, les peroxysomes (104, 105,106,107, 108).

e L’auto-oxydation des molécules : telles que la dopamine, 1’adrénaline, les flavines et les

hydroquinones est une importante source d’ERO.

Le produit direct de ces auto- oxydations est souvent 1’O2°". Ainsi, I’auto-oxydation de la
dopamine est en partie impliquée dans le processus apoptotique lors de pathologies

neurodégénératives, notamment lors de la maladie de Parkinson (104).

e La xanthine oxydase : catalyse la dégradation de 1’hypoxanthine en acide urique en
condition de forte demande d’ATP et de déficit en oxygene. Mais elle peut également
catalyser 1’oxydation de la xanthine en acide urique, notamment lors d’ischémie,
reperfusion ou d’hypoxie. Dans cette réaction, I’oxygéne moléculaire agit comme

accepteur d’électron produisant ainsi 1’0,°".(104)

Xanthine + 20, + H,0 Xanthine oxydase, Acide urique + 20, + 2H'




PARTIE 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

e La NADPH oxydase : joue un r6le fondamental dans la réponse immunitaire et plus
précisement dans la lutte contre les micro-organismes (104). En effet, lors de la
phagocytose, cette enzyme présente dans la membrane plasmique des phagocytes, catalyse
la formation d’02° . Il existe aussi une NADPH oxydase dans des cellules non

phagocytaires dont le role serait de réguler la croissance cellulaire (105).

20>+ NADPH NADPH oxydase 20, + NADP * +H"

e Le réticulum endoplasmique lisse: contient des enzymes qui catalysent une série de
reaction pour detoxifier les molecules liposolubles et d’autres produits métaboliques
toxiques. La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les acides
gras insatureés et les xénobiotiques, produisant ainsi des ERO.

Il semble que cette production radicalaire régule certaines fonctions du réticulum (105).

e Les peroxysomes: sont une importante source de production d’H,O, cellulaire.
Toutefois, I’'H,O , est utilise comme substrat de la catalase peroxysomale ( enzyme
antioxydant) afin de réaliser des réactions de peroxydation d’autres substrats. Ces
réactions sont importantes dans le processus de détoxification présent dans le foie et le
rein. Seule une faible quantit¢é d’H ,0 , produit au niveau du peroxysome pourrait

échapper a la catalase (106).

e La mitochondrie: est la principale source d’ERO par I’intermédiaire de sa chaine

respiratoire, elle produit en effet 90% des ERO cellulaires.

La mitochondrie est un organite intracellulaire qui est responsable de la majorité de
production d’énergie sous forme d’ATP pour la cellule et représente donc une structure
cruciale du fonctionnement cellulaire (105). Elle est considérée comme une des principales
sources d’ERO dans la cellule par le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale.
Méme si elle est une source d’ERO plus spécifique dans certains tissus (tissu poste-

mitotique), elle reste, dans I’ensemble des tissus, une cible privilégiée des ERO (104).

La mitochondrie posséde un systtme de double membrane (interne et externe) qui
délimite 1’espace matriciel mitochondrial dans lequel se trouvent, entre autres, les enzymes de

voies métabolique de Krebs et de la B-oxydation.

Le catabolisme des glucides, acide gras et acides aminés s’accompagne de la production

d’équivalents réduits qui sont le NADPH et FADH,. L’oxydation de ces équivalents réduits
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par O, a lieu au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale et aboutit a la formation
d’¢énergie..
Complexe I : NADH ubiquinone oxydoréductase

Le complexe | est le plus gros composant protéique de la membrane interne de la

mitochondrie : il posséde 46 sous-unités dont 7 sont codées par I’ADN motochondrial et 39

par ’ADN nucléaire. Sa masse moléculaire est d’environ 750KDa.

L’oxydation du coenzyme NADH, H* qui a lieu sur la face matricielle de la membrane par

la NADH —déshydrogénase produit 2 électrons qui sont transférés jusqu’a 1’ubiquinone
(CoQ).

Le complexe | est la premiére pompe a proton de la chaine respiratoire (106).

Complexe 11 : Succinate - deshydrogénase

Le complexe Il catalyse la ré-oxydation du succinate en fumarate qui, par I’intermédiaire de
I’oxydation du FADH,; et de la réduction d’ubiquinone, permet le transfert de 2 électrons au
complexe Il (complexe b-cl).Cetransfert d’électrons est le seul a ne pas etre couplé a un
efflux protons (106).

Complexe 111 : Complexe b-c1 (ubiquinone-cytochrome C réductase)

Le pool des quinones est un transporteur libre d’¢lectrons des complexes I et II vers le
complexe III. Ce dernier permet un transfert d’électrons a un deuxiéme transporteur mobile
situé dans I’espace intermembranaire, le cytochrome C qui relie le complexe 11l au complexe

IV (106).

Ce transfert d’électrons, également associé a un efflux de protons, fait du complexe III la

deuxiéme pompe a protons de la chaine respiratoire.
Complexe 1V : Cytochrome C oxydase

Le complexe 1V catalyse la derniére réaction d’oxydoréduction entre le cytochrome C et

1’0, qui est réduit en H,O par 4 électrons.

Ce transfert d’¢électrons est irréversible, contrairement a celui qui a lieu dans les complexes
I,11 et 111 mais est aussi associe a un efflux de protons faisant de ce complexe le dernier site de

couplage de la mitochondrie (106).
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L’oxydation phosphorylante est le couplage entre la respiration mitochondriale et la

production d’ATP. Ainsi, ’ATP synthase est parfois considérée comme 1¢ 5 éme complexe

de la chaine respiratoire.

ATP synthase

L’ATP synthase associe la diffusion facilitée des protons a la synthése d’ATP a partir
d’ADP et de Pi. Le site catalytique est appelé F1 et la sous unités F, est constituée d’un canal
de protons. Ce complexe enzymatique permet la conservation de la différence de potentiel

¢lectrochimique en énergie chimique (ATP) au travers d’un processus réversible (107).

I I 11 v ATP synthase

gradient

électro-

NADH,H™

NAD' fumarate
succinate

cycle

de

Krebs

Figure 08 : La chaine respiratoire.

figure 14 -la chaine respiratoire (107).

La production mitochondriale de PERO :

Lorsque les électrons transportés par la chaine respiratoire sont perdus, ils se combinent
avec l’oxygene résultant en la formation de I’anion superoxyde. Ce phénoméne a

principalement lieu au niveau des complexes I et 111 (108).
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Figure 15- La production d’ERO par le complexe III (108).

Les sources mineures d’ERO mitochondriaux étant 1’a-céto-glutarate déshydrogénase du

cycle de Krebs et la monoamine oxydase.

Le mécanisme de production par le complexe | est encore débattu. Dans le complexe | et Ill,
la fuite d’électrons a lieu au cours du cycle du co-enzyme Q. Dans ce cas, la demi-vie du

radical ubisemiquinone (Co-QH°®) est déterminante.

Si la chaine tourne lentement la demi-vie des intermédiaires augmente (comme celle de
Co- QH°), favorisant la production de superoxyde. A I’inverse, une vitesse plus élevée

diminuera la demi-vie de CO-QH?® et la probabilité de fuite d’¢lectrons (108).

La production d’ERO mitochondriaux est ainsi fonction de 1’état métabolique de la
cellule. A cette notion de vitesse, il faut ajouter celle d’un découplage partiel (mild
uncoupling). Ainsi, un léger découplage de la respiration permettrit une accélération de la

chaine et donc une diminution de la production de superoxyde.

production d’ERO est une cascade qui débute avec la formation du superoxyde.
Ainsi, lors de la respiration mitochondriale, 0.2 a 2% du flux d’électrons conduirait a la

production de ROS. L’anion superoxyde est donc un dérivé <involontaire > de la respiration
(108).
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IV-4- Réle physiologique des ERO :

De fagon physiologique, les especes réactives radicalaires OH° ou non H,0, , existent dans
les tissus a des concentrations faibles mais mesurables. Elles protégent , régulent la cellule et
permettent  de maintenir une certaine homéostasic de Ilétat redox de 1’organisme.
L’orsqu’elles sont produites dans un compartiment cellulaire spécifique, elles peuvent
participer au fonctionnement de certaines enzymes, intervenir dans les voies de transduction

de signal et ainsi réguler les fonctions cellulaires.
IV-4- 1-Messager intra et extracellulaire :

Les radicaux libres ou les espéces réactives constituent par eux méme un systéeme de
transmission de signaux, qui serait apparu tres to6t dans la vie. Ils peuvent étre considérés
comme des messagers intra et extracellulaires car ils permettent d’induire des réponses
cellulaires face de nombreux stress. Ce stress peut étre d’origine thermique ou induits par des
radiations comme les ultraviolets ou par xenobiotiques (pesticides, médicaments), ce qui

conduit a I’expression de géne de défense (SOD a manganése, catalase..) (109).

IIs participent a la cascade de signalisation intracellulaire dans de nombreuses cellules
comme les fibroblastes. Les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et le tissu

thyroidien.
Régulation de tonus vasculaire et autre fonction de NO :

Le monoxyde d’azote (NO) extracellulaire ou produit par les NOS , a la capacité de se
fixer et d’activer la guanylate cyclase, produisant un second messager important a I’origine de
nombreuses réponses physiologiques, le GMPc. Dans les cellules musculaires lisses,
I’activation de la protéine Kinase GMPc dépendante permet la phosphorylation et I’activation
de canaux potassiques calcium dépendants responsables de la relaxation des vaisseaux. Le

NO joue également un role dans I’inhibition de 1’adhésion plaquettaire (110).
Défense immunitaire et «brust oxydatif» :

Dans les leucocytes et notamment les polynucléaires neutrophiles (PN) , les entités
oxydantes participent trés activement dans la défense de 1’organisme par leur action toxique
notamment sur les bactéries par le phénoméne de brust oxydatif. Dans un environnement
inflammatoire, les PN sont attirés par des facteurs chimiotactiques et atteignent le lieu de

I’infection par diapédese. Ils phagocytent les microorganismes dans le phagosome qui
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fusionne avec les granules lysosomiales pour former le phagolysosome a I’intérieur duquel les
particules infectieuses sont digérées (110). Cette activation des neutrophiles permet la
libération de protéine cationique , la lactoferrine et des enzymes hydrolytique et protéolytique,
et implique I’isoforme phagocytaire de la NADPH oxydase, la myéloperoxydase ou MPO et
la NOS. La NADPH oxydase relargue une grande quantité d’anions superoxydes qui sont
ensuite dismutés en peroxyde d’hydrogéne dans la fente du phagosome qui contient du

chlorure a forte concentration (111).

Ainsi le peroxyde d’hydrogéne et le chlorure vont etre utilisés par la MPO pour former
de I’acide hypochlorique (HOCI'), qui peut réagir avec I’anion superoxyde pour former le

radical hydroxyle, qui va exercer son attaque oxydante.

Le but est d’éliminer le microorganisme en produisant des especes oxydantes capables de

détruire les capsules polysaccharides bactériennes résistantes aux enzymes protéolytiques.

Le brust oxydatif est la premiére ligne des défenses dans un environnement pathogéne (111).

IV-4- 2- Les ERO dans la transduction du signal :

La transduction du signal dépendante des ERO est couramment décrite en réponse a
certains stimuli.ll a ainsi été démontré une production de ERO apres fixation du PDGF
(Platelet- derived growth factor), de ’'EGF (Epidermal growth factor), du TNF-a (Tumor
necrosis factor alpha), du TGF-18 ( Transforming growth factor 1 beta), ou de I'IL 1- 3

(Interleuki,e 1 beta) sur leurs récepteurs (112).

De facon interessante, la transduction du signal est inhibée par des antioxydants tels que la
catalase ou N-acétyle-cystéine et I’addition de ERO exogénes rétablit I’effet biologique (111).

Les ERO générent par la fixation du ligang vont moduler les fonctions biologiques des
effecteurs en aval, notamment les Kinases, les phosphatases qui a leur tour vont traduire le

signal jusqu’au noyau (112).
IV-4- 3-Les ERO , les proteines kinases et phosphatases :

Les protéines kinases et phosphatases sont les principales cibles des modulations

biologiques provoquées par les ERO.

-Inhibition des protéines phosphatases :
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Les protéines phosphatases ont en commun un résidu cystéine essentiel a leur activité
catalytique, présent au sein méme de leur site actif. En présence de concentration de I’ordre de
ImM de peroxyde d’hydrogéne ce résidu cystéine peut étre oxydé en sulfenique (cys-OH) ou
se combiner au glutathion (glutathionylation) avec une perte d’activit¢ de 1’enzyme. Cette
inhibition directe des protéines phosphatases par les ROS semble réversible en présence de
glutathion (112).

-Activation des protéines Kinases :

Dans des conditions d’oxydation similaires , certains auteurs rapportent une augmentation
massive de la phosphorylation des tyrosines kinases. Certaines isoformes de la PKc (Protéine
Kinase C) comme I’isoforme alpha seraient également activables par le peroxyde
d’hydrogéne. De fagon indépendante des phospholipides du résidu tyrosine présent dans le
site actif. Le statut redox de la cellule est également prépondérant dans la modulation des
MAPK n (Mitogéne-Activated Protein Kinases).

Les MAPK sont des protéines serine/threonine kinases reparties en de 4 groupe : ERK (Extra
cellular signal regulated kinase), JNK/SAPK ( c-jun N Terminal Kinase/stress activated
protein Kinase), p38 Kinase et BMKL1 ( Big mitogen activated protein kinase 1) leur activité
est régulée par une double phosphorylation au niveau du motif protéique threonine-X-tyrosine
(112).
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Figure 16 - L’action des ERO sur I’activité des phosphatases (112).
IV-4- 4-Les ERO et facteurs de transcription_

En aval des protéines Kinases et phosphatases, les ERO peuvent intervenir dans I’ultime
étape de la transduction di signal sur la modulation d’activité de certains facteurs de
transcription. Le NFKB (Nuclear Factor Kappa B) est un complexe multi protéique connu
pour activer un grand nombre de génes impliqués dans I’inflammation. En ’absence de
stimulation, le NFKB réprime dans le cytoplasme par son inhibiteur IKB. La phosphorylation
de la sous unité IK-B entraine la libération du NFKB qui peut alors transloguer dans le noyau
et transcrire les génes cibles. Les ERO agiraient en facilitant la phosphorylation d’IKB
favorisant 1’activité des kinases en amont et inhibant les phosphatases. En concentration plus
importante, ils peuvent en revanche inhiber I’activit¢ du NFKB par oxydation du résidu

cystéine présent sur le domaine de fixation a I’ADN (113).

AP-1 (Activator protein 1) est un autre facteur de transcription régulé par 1’état redox de la

cellule.

AP-1 est un facteur de transcription didermique composé par les protéines d’oncogénes c-Fos

ou c-Jun.

Son activation n’est pas directement dépendante des ERO mais se fait par I’intermédiaire des
MAP Kinase JNK actives qui vont phosphoryler les résidus serines du domaine de

transactivation de c-Jun.

AP-1 est également impliqué dans I’inflammation mais aussi dans la réponse antioxydant

(113).
IV-4- 5-ERO et apoptose_:

Les ERO semblent occuper un role prépondérant dans 1’initiation du processus de mort
cellulaire programmée. En particulier, les ERO générent par NOX4 sont décrits comme étant
I’origine de I’apoptose des hépatocyes, des cellules endothéliales micro vasculaires cérébrales
ou encore de différentes lignées de lymphocytes T leucémiques. Plus généralement, les ERO
et le stress oxydant semblent impliqués dans plusieurs maladies dégénératives liées a 1’age

comme 1’arthrose, la maladie d’Alzeheimer ou de Parkinson.

Le stress oxydant pourrait étre a l’origine du vieillissement. A 1’apoptose dans

certaines lignées tumorales, les ERO conferent une résistance a I’apoptose d’astrocytes. Par

-48 -



PARTIE 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

exemple, les ERO générés par NOX4 conferent une résistance a 1’apoptose d’astrocytes

malins en oxydant le résidu cystéine présent au sein du site actif de la capase 3 active (114).
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Figure 17 - Les ERO dans le mécanisme de I’apoptose (114).

En réponse a un signal de mort intrinséque (ERO, mutations de I’ADN) ou extrinséque
(TNF- FasL) La cellule initie une cascade d’événements conduisant a sa mort par apoptose.
Au niveau de la mitochondrie, 1’ouverture du pore de transition libére dans le cytoplasme
plusieurs médiateurs. Le cytochrome ¢ et Apaf-1 activent la pro-caspase 9. Smac / DIABLO

léve I’inhibition qui peése sur les voies d’activation des caspases. AIF active endo-G,

participant a la dégradation de I’ADN (114).
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CHAPITRE V :LE STRESS OXYDANT

V-1- Définition:

Dans les systéemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un
déséquilibre  entre la production des radicaux libres et leur destruction par des
systérnes de défenses antioxydants (115), est a I’ origine d'un état redox altére
de lacellule, en raison d'une surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution)
ou d'une diminution des capacités antioxydants (116).

Ce déséquilibre potentiellement conduisant a des dégats structuraux et
fonctionnels ~ (117), provoque des mécanismes pathogenes qui sont liés a de

nombreuses maladies, (117).

V-2- Les cibles de stress oxydant
Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la
structure et le mécanisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles protéines,

lipides acides Nucléiques et Les glucides, (118) .

V-2- 1- Peroxydation des lipides :Les premiéres cibles des ERO sont les lipides

notamment ceux présents dans les membranes cellulaires et subcellulaires Les
membranes  riches en acides gras polyinsaturés (AGP sont trés sensibles a
I’oxydation en raison de leur degré éleve d’instauration . ’oxydation des lipides
génere de peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes tres réactifs .(118) la
peroxydation lipidique forme une réaction en chaine, cette réaction organisée en 3
phases successives :

* la phase d’initiation:

Consiste dans la création d'un radical d'acide gras apartir d'un acide gras
RH par soustraction d'un atome d'hydrogéne (H) Cette déshydrogénation peut étre
provoquée par un initiateur radical, tel que HO ou HOO

» laphase de la propagation:

Le radical lipidique subit ensuit un réarrangement moléculaire pour donner un
radical avec une structure de diene conjugué, plus stable, qui peut réagir avec une

molécule d'O, et former un radical peroxyde (ROOH).

Ce radical est suffisamment reactif pour arracher a nouveau, un H a un
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acide gras polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction. L 'hydroperoxyde
lipidique (ROOM) formé peut étre oxydé en présence de Fe+’ ou Cu™ et
entrainer la formation d'alcanes (éthane, éthyléne, pentane) et d’aldéhydes
(118,119).

Le radical peroxyle, apres évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la
molécule, peut libérer différents aldéhydes toxiques dont le
malonaldialdéhyde ou I'hydroxynonenal, (119).

e La phase terminaison :

La réaction en chaine peut étre heureusementinterrompue par ['association

de deux radicaux libres et la formation d'un composé stable ou le plus souvent par la
réaction du radical avec une molécule antioxydant (119), La transmission en chaine
de la réaction de peroxydation lipidique est stoppée par la vitamine E intercalée dans

la bicouche lipidique des membranes(120) .

Initiation

HO* + RH
i
Ampiification ¥
e +» R . H,0
i Terminaison
i i
| |
i { 0
+ O3 + R ; + RO
i {
| |
A ¥ %
(70 0 S ———— R-R ROR
i +RH :
| et By ROOR
* 3
. e,
R + ROOH ﬁ,...-...__..BQQ.,N_;, ROOR + O,

Figure 18- Les trois phases de la peroxydation lipidique (120).
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Cette réaction est a l'origine de la formation dhydroperoxydes lipidiques
Ceux-ci s'accumutant dans la membrane, entrainent la diminution de sa fluidité et de
sa perméabilité. Sa fonction étant completement perturbée, la membrane se
désorganise (120), Si les dégats sont trop importants, les peroxydes peuvent

conduire a la mort de la cellule ( 121).

Les produits formeés lors de la peroxydation lipidique [l'isoprostane, le
malondialdéhyde (MOA), lacide thiobarbiturigue (TRARS) et le 4-
hydroxynonenal (4-H-INE) sont étudies comme marqueur de la peroxydation
lipidique Cependant, le 4-HNE. peut activer directement le  découplage
mitochondrial par action directe sur les UCP et pourrait ainsi réduire la
production mitochondriale d'ERO. Ce mécanisme pourrait étre un moyen de
réguler la production d'ERO. (122)

les peroxydes lipidiques peuvent aussi réagir avec d'autres composés cellulaires et
étre a I’origine de molécules trés toxiques Par exemple, ils peuvent réagir avec

I' ADN et étre at'origine de substances mutagenes.

V-2- 2- Oxydation des protéines :

De fagon comparable a l'oxydation des lipides, les protéines sont aussi
susceptibles d’étre oxydées par les ERO Cette oxydation provoque l'introduction
d'un groupe carbonyle dans la protéine Ces réactions d'oxydation, fréguemment
influencées par les cations métalliques comme le Cu** et le Fe ** peuvent étre
classées en deux catégories :

1) celles qui cassent les liaisons peptidique et modifient La

chaine Protéique.

2) les modifications des peptides par l'addition de produits ISSUS de la

peroxydation lipidique.(122)
Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent un groupement sulfhydryle (SH). C'est le cas de nombreuses enzymes
cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi entre oxydées et
inactivees,D'autres lésions irréversibles conduisent & la formation d'un intermédiaire
radicalaire (123).

Les protéines peuvent alors Soit subir des réticulations par formation notamment de
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ponts bi- tyrosine détectables par leur fluorescence, soit subir des coupures en cas
d'agression forte, soit des modifications de certains acides aminés en cas
d'agressions moderées (123)

Les acides aminés comme la méthionine. la lysine et les acides aminés
aromatiques peuvent étre oxydé de facon irréversible, ce qui modifie la structure
des protéines et peut altérer leur antigénique ou leur activité. L'oxydation de la
cystéine est réversible mais peut également perturber les fonctions biologiques du
glutathion (GSH) ou de certaines protéines (122).

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés
biologiques (enzyme, anti- enzyme, récepteur ...) et deviennent beaucoup plus
sensibles a I'action des protéases et notamment du protéiforme.

Les  protéines oxydées  deviennent aussi tres hydrophobes, soit par
suppression de groupements amines ionisables, soit par extériorisation de
zones hydrophobes centrales  Elles vont alors former des amas, anormaux
dans ou auteur des cellules. Ces amas, associés aux lipides. ferment les dép6ts

de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets agés, (122) .

Conjugaison au glutathion
Réaction
d'addition de 6.S
h 6-S
” CHO Michael L cHO
6-SH + 4 —— 5
Catalyse par 1
OH ST OH
4-hydroxynonenal
Formation d'adduits sur les protéines
Réaction
d'addition de Protéine-S
CHO Michael | CHO
Protéine-SH+ > g
OH OH
Reéaction
d'addition de Protéine-Se
CHO Michael A CHO
Protéine-SeH + B
OH OH
4-hydroxynonénal
Kinter M Free Radical Biclogy and medicine 1996 PMID BBB6T95
2N A o
Prot = ~ = + B
aIZEs (¢) 0 *  Protéine - N 0 _
Malondialdéhyde

figure 19 - Attaque par les produits de peroxydation lipidique des

molécules biologiques telles que les protéines
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V-2- 3 Oxydation d" ADN :
La stress oxydant étant principalement d' origine mitochondriale, ces organites sont
les premiéres cibles des ERO En effet, le génome mitochondrial présente une
susceptibilité au stress oxydant qui est 10 fois supérieure a celle du génome
nucléaire (124).
Les mécanismes explicatifs proposes sont:
1) I'absence d'histones protectrices autour de I'ADN Mitochondrial.
2) sa localisation proche de la membrane interne.
3) des mécanismes de réparations frustrent.
4) une structure circulaire sans introns augmentant statistiguement le risque
de mutations pathogenes (124) , les bases qui composent I'ADN. et particulierement
Is guanine, sont sensibles a I'oxydation L'attaque radicalaire peut étre directe et
entrainer lI'oxydation des bases. engendrant un grand nombre de bases modifiées : 8
0X0 guanine, 8 nitro guanine, formamidopyrimidine, 8 oxo adénine, formimido
uracile, 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy méthyl uracile, thymine diol,Oxazolone .

Le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le
désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre: lui-méme, créant une
coupure de chaine simple brin.

Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la
peroxydation génere des aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de
I'ADN de type MDA-guanine ou éthénodérivés(125).

L'attaque radicalaire des protéines qui sont trés nombreuses a entrer en
contact avec I'ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire (enzymes et
facteurs de la réplication ou de la transcription), entraine des pontages des protéines
ou des adduits sur des bases de type lysinoguanine.

Malheureusement, ce beau mécanisme peut se dérégler soit par une surcharge de
lésions en cas de stress massif, soit par un mauvais fonctionnement de ces systemes
de réparation chez des sujets déficients en cofacteurs (thioredoxines. zinc) ou atteints

d’une anomalie génétique.

Dans ce cas, les lésions non réparées vont perturber les mécanismes de
réplication de I'ADN et entrainer soit des erreurs de lecture et de synthése par des
ADN polymeérases translésionelles infidéles aboutissant a une mutation ponctuelle

dans le génome, suit une impossibilité de copie de I'ADN qui aboutira a la mise en
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route du suicide programme des cellules par un mécanisme appelé apoptose.

Cette modification de I’ADN induit des mutations par transitions
GC(guanine /cytosine )versTA(thymine/adénine) souvent observées spontanément
dans les cellules cancereuses (126) . la figure 20 montre 1’effet du radical hydroxyl
sur la base contitutive de I’ADN ( guanine ) qui se transforme en une molécule 8-

hydroxyguanine.

sphate

re-phosphate

e sucre-pho
&

juelett
Sgquelette s

Figure 20- Effet de ’attaque du radical hydroxyle (HO® sur la guanine,
base constitutive del’ADN (126) .

v-2- 4- Les glucides :

Les radicaux libres peuvent aussi agir sur le glucose et générer des
intermédiaires réactifs. Les dommages oxydatifs peuvent alors se propager via
I'attaque des radicaux formes sur d'autres molécules. L'oxydation du glycose peut
libérer des cétoaldéhydes, du peroxyde d'’hydrogéne et des anions superoxydes en
présence des métaux, et entrainer également la coupure de protéine et leurs glycation
par attachement du céto- aldehyde (127),11 formant aussi un dérivé de produit de
glycation avancé (126).
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V-2-Les systemes de défenses antioxydants :

L'organisme est déterminé d’un ensemble de systémes de défenses
antioxydants trés efficaces afin dediminuer la concentration des especes oxydants
dans I’organisme. Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche
I'oxydation d'autres substances chimiques. Ces systemes peuvent étre soit
enzymatiques, soit moléculaires. Ils peuvent étre d’origine endogénes ou exogenes et

peuvent étre des composés naturels ou synthétiques (127) .
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Figure 21 -Régulation de la production d’espéces réactives de ’oxygéne par les

systemes de défenses antioxydants.

V-2-1-Systémes antioxydants enzymatiques endogénes :

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutasela glutathion
réductase) sont considérés comme la premiere ligne de défense de notre organisme
contre les différents especes oxydants. Leur role principal est de diminuer la quantité
des ROS dans la cellule(127).

Parfois, ces enzymes nécessitent des cofacteurs comme les oligoéléments (Zn,
Cu, Mn, Se, Fe) pourexercer leur activité enzymatique(129).
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1- Superoxyde dismutase (SOD) :

Les SOD sont le premier enzyme a intervenir dans la cascade des ROS.Ce sont
desmétalloprotéines qui catalysent la dismutation des ions superoxydes (O2e-) en
peroxyde d’hydrogene (130).

(H202) et oxygeéne (02). lIs existent trois isoformes chez les mammiferes(128). Les
SOD se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique :
SOD a Manganése (Mn-SOD) dans les mitochondries, a ions cuivre ou a zinc (Cu/Zn-
SOD) dans le cytoplasme et les mitochondries, et des formes extracellulaire (EC-
SOD) dans les vaisseaux sanguins(130). Il a été nouvellement montré que la (Cu/Zn-

SOD) était également présente dans 1’espace inter membranaire (132 ;133 ,134)\

: + superoxyde
202 + 2H w H202 + 02

2-Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR) :

La (GPx) est présente dans les liquides extracellulaires (sang), dans les
cellules au niveau ducytoplasme et dans les membranes. Leur réle principal est
d’assuré la réduction du (H202) en H20 et 02(131).

Lors de sa réaction deux molécules de glutathion (GSH) réduit sont oxydées en
glutathion-Disulfure (GSSG)(130,133)]. Dans chacune de ces réactions, une molécule
de glutathion oxydée et obtenue, pour perdurer cette réaction, il doit y avoir un taux
constant de GSH, ce qui est rendu possible par la glutathion réductase (GR), qui est
catalyse la réduction du (GSSG) en (GSH), a I’aide d’un cofacteur qui est le NDPH

sous forme réduite (NADPH, H+), I’équation suivante explique sa :

2GSSG +2NADPH + H* meqaotg 2 GSH + NADP*

3-La catalase :

est une enzyme héminique composée de quatre chaines polypeptidiques. Son

site catalytique permet 1’élimination du peroxyde d’hydrogéne, présent a haute
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concentration,

catalase

2 H,0, —-- 2 H,0 +0,

Quatre molécules de NADPH, liées a la catalase, conférent a cette enzyme
une protection contre I’attaque de H,O, ou comme source de NADPH pour la
glutathion peroxydase. Son activité est particulierement abondante dans les globules
rouges, le foie et les reins. La catalase joue un réle important dans la détoxication de

H,0O, dans les peroxysome(133).

V-2-2L es antioxydants non enzymatiques endogenes :

IIs existent de nombreux réducteurs endogénes participant a la protection de
I’organisme contre les DROs, les plus importants étant le gluthathion, la bilirubine,
I’acide urique, le coenzyme Q, les oestrogenes, la mélanine , la mélatonine et 1’acide
lipoique(.134).

-Le gluthation :

Le gluthathion (GSH) est un tripeptide composé de trois acides aminés : 1’acide L-
Glutamique, la LCystéine et la L-Glycine.Le site principal de la synthese du GSH au
niveau cellulaire est le cytosol, a partir duquel il est distribué aux autres
compartiments cellulaires. Le GSH est synthétisé par 1’action séquentielle de la

glutamate-cystéine ligase et la glutathion synthétase (134).

Il est présent en grande quantité dans les organes exposés aux toxines tels que les
reins, le foie, les poumons ou les intestins et peu présent dans les fluides biologiques.
Le GSH joue un réle primordial dans les cellules ou il participe la détoxification

cellulaire.

-L’acide urique :

est formé suite a 1’oxydation de I’hypoxanthine et de la xanthine par la xanthine
oxydase (voir ci-dessus). réducteur. Dans les conditions physiologiques, 1’acide
urique est majoritairement ionis¢ sous sa forme d’urate (UrH,—)(132).C’est un

puissant piégeur de radicaux "OH, ROQO’ et NOO" en produisant le radical UrH™, qui

Q)
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est relativement stable en raison de la délocalisation des électrons dans le noyau

purine.

UrH; + "OH — =g UrH + HO™+ HY
UrH; + ROQ' =g UrH "+ ROO™+ Ht
UrH; + NOO =g  UrH "+ NOO + Ht

V-2-3-Les antioxydants non enzymatiques exogenes :végétales

La principale source d’approvisionnement de 1’organisme enantioxydants exogenes
sont les aliments soit d’origine animale, soit d’origine végétale. Les plus connus sont

la vitamine E, la vitamine C et les polyphénols.

V-2-3-Les antioxydants non enzymatiques exogenes :végétales

La vitamine E : est un antioxydant liposoluble désignant un ensemble de 8 molécules
organiques, 4 tocophérols et 4 tocotriénols, la forme la plus active étant I’alpha-
tocophérol et celle la plus abondante dans [’alimentation étant le gamma-

tocophérol(135).

Formule développée de I'a tocophérol

La vitamine E s’incorpore facilement dans les membranes cellulaires et les
protége contre la peroxydation lipidique en neutralisant les radicaux peroxyle, alkyle
et alcoxyle (ROO¢). L’alpha-tocopherol est la forme la plus active de la vitamine E.
Elle réagit directement sur les peroxydes ce qui conduit a son oxydation en radical
tocophéryle. La vitamine C et/ou le glutathion réagissent en synergie avec la vitamine
E permettant ainsi sa régénération par la réduction du radical tocophéryl. In vitro, les
vitamines E et C augmentent I’activité de la gluthathion peroxidase, de la superoxyde

dismutase et de la glutathion réductase, et elles diminuent la peroxydation lipidique
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La vitamine C

-La vitamine C :ou acide L-ascorbique (AscH) est un antioxydant hydrosoluble,
présent sous sa forme ascorbate anionique (AscH-) au pH physiologique. Elle est
capable de réagir directement sur les DROs et en particulier avec les ions superoxydes
O,". Comme la vitamine E, elle limite la peroxydation lipidique en piégeant les
radicaux peroxyle. Enfin, elle assure la régénération de la vitamine E par réduction

spontanée du radical tocophéryl (134).

-Les catéchines :Les catéchines sont des molécules polyphénoliques hydrosolubles,
composées d’au moins un groupement phénolique.Elles sont abondantes dans
certaines plantes, particulierement dans les feuilles de thé et dans le vin(134). Elles
ont la capacité de piéger les ions superoxydes O, et ’oxygéne singulet *O,, O,”
étant directement réduit en H,O.

-Les caroténoides : sont, avec la chlorophylle et les anthocyanes, les pigments les
plus répandus dans la nature. A ce jour, plus de 600 caroténoides ont été identifiés,
mais seule une quarantaine est retrouvée régulicrement dans I’alimentation humaine.
Une trentaine de caroténoides et de leurs métabolites a été identifiée dans le plasma et
les tissus humains, mais 6 caroténoides sont majoritaires : le 3-caroténe, le lycopéne,

la lutéine, la B-cryptoxanthine, I’a- Caroténe, et la zéaxanthine (135 ,136).
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CHAPITRE | : MATERIEL ET METHODES :

Le travail expérimental, ayant pour objet 1’étude de I’activité antioxydant et anti-inflammatoire
des plantes médicinales :Matricaria recutita, Thymus vulgaris,Anethum graveolens .La partie

experimentale est réalisée au laboratoire de biologie animal,Université —Constantine -1 .
|.Matériel :

I.1.Matériel biologique(Echantillonnage) :
I.1.1.Matériel végétal :

Les espéces sélectionnées : ( Matricaria recutita) ;(Thymus vulgaris) ;(Anethum graveolens)
ont été achetés .La partie aérienne(fleures de Matricaria recutita),(feuilles de Thymus
vulgaris)et(les grains de Anethum graveolens) ,les plantes séches ont été pulvérisées au broyeur

pour obtenir une poudre fine pour qu’elle soit préte a I'utilisation.
1.1.2.Réactifs chimiques et instrumentations :

plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences,parmi ceproduits :
acide sulfurique(H2S04),acide chloehydrique (HCI), acide acetique
,NaOH,NH40H,KI,12,NaCl,,AICI3 ;acide galique ;rutine quercétine,méthanol,eau distillé,
coton.DPPH,diclofénac,BSA,GummeArabique, K2HPO4,KH2PO4,K3Fe(Cn)6,FeCI3,Parmil’apar
eillage utilisé:,spectrophotométreUV-Visible double faisceau (JENWAY 6305 UV/VIS),Chambre
d’observation UV « 264/3645 nm »(VILBERCOURMAT),Bain
Marie(MEMMERT),Etuveuniversselle de 5 a220°C avec ventilation (MEMMERT),Agitateur
magnétique (SCILOGEX), vortex (VELP), Balance (OHAUS) , PH metre.

[I-Méthodes :
lI-1-Préparation des extraits aqueux végétaux :
11-1-1- Préparation de I’extrait total aqueux :

La partie aérienne (,fleures)de M.recutita et(feuilles) TH.vulgaris,les grains de A.graveolens ,ont
été nettoyées et séchées a temperature ambiante ,ensuite broyées a 1’aide d’un broyeur
manuel,lapréparation des extraits consiste a macerer 40g de la poudre de chaque plante dans un
becher avec 1000 ml de H20 , met sur un agitateur de type SCILOGEX pendant 24heures,les

homogénats est filtrés successivement 2fois al’aide du coton hydrophile puis une fois sur les
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papiers de WATTMAN N° 1 :la filtrat obteue est évaporé a 1’ aide d° une étuve de type
MEMMERT & 50°c pour donner des poudres des extraits aqueus secs des 3 plantes
MR, THV,AG .

II-1-2-Screening phytochimique des extraits végétaux :

Les tests phytochimiques sont réalisés sur les extraits bruts des 3 plantes ;
I’extrait total aqueux (EAMR) ;(EATV) ;(EAAG) .

2.1.Mise en évidence des tanins :

A 2 ml de la solution a tester ,ajouter 2 a 3gouttes de la solution de FeCI3a 2%.un test positif est

révélé par I’apparition d’une coloration bleue —noire et un précipité (laisse reposer quelques

minutes).
2.2.Mise en évidence des saponosides :

» Test 1:5ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10ml d’H20 pendant 2min . la
formation d’une mousse persistante aprés 15min confirme la présence des saponosides.

» Test 2 :5ml de I’extrait ont mélangés avec 2ml de chloroforme et 3ml d’acide sulfirique
concentré.une couleur rouge-marrone de la couche d’interface indique la présence des

triterpénes héterosidiques.
2.3.Mise en évidence des flavonoides :

5ml d’extrait sont traités avec quelques gouttes d’AlCI3(1%).la présence de flavonoides est

confirmée par 1’apparition d’une couleur jaune
2.4.Mise en évidence des composes réducteurs :

Ce test est basé sur la réaction de Keller-kiliani.Alml de I’extrait ajouter S5ml d’acide acétique
contenant des traces de FeCl3 et 5 ml d’acide sulfirique contenant des traces de Fecl3 .1a présence
des composes reducteurs est confirmé par la formation de deux phases une colorée en brun rouge

(acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert(acide sulfirique).

Parmi les composés réducteurs on note les coumarines ,placer 1g d’échantillon de la plante

humide dans un tube a essai, couvrir le tube avec un papier imbibé d’une solution de NaOH et
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mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumiére ultraviolette la fluorescence

des taches confirme la présence des coumarines .
2-5-Mise en évidence des alcaloides :

Ce test fait pour réveler la présence ou 1’absence des alcaloides sels. A 1’extrait sec, ajouter Sml
d’HCI au résidu et chauffer dans un bain marie .filtrer le mélange et réaliser les tests avec le
réactif de Wagner (2gde Kl et ,1.27g d’12 solubilis¢ dans 100 ml d’eau distillée) . la présence de

turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels .
3-dosage des flavonoides :

Iml de chaque extrait a été¢ ajout¢ a 1ml de la solution d’Alcl3 (trichlorure d’aluminium
2%,dans le méthanol),aprés 10 minutes d’incubation,l’absorbance a ¢été lue a 430 nm.la
concentration des flavonoides dans les extraits a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage
y=ax+b établie avec la quercétine a differentes concentrations (0-0.40ug/ml,chacune a été
préparée dans le méthanol) pratiquée pratiquée dans les memes conditions opératoires que les
extraits servira a la quantification des flavonoides.la teneur en flavonoides a été exprimé en

milligrammes équivalents de quercétine par grammes du poids d’extrait (mg EQ/GE) (137 ,138).
4-dosage des polyphenols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux des extraits Des 3 plantes .été effectué selon la méthode de bleu
de Prusse (Price and Butler, 1977)(139)modifier par oraham(1992) (140), Cette technique est
basée sur le principe d’oxydation du ferricyanide de potassium (K3Fe[CN]6) par les polyphénols
pour donner les ions ferreux (Fe2+) ;ces derniers réagissent avec le chlorure de fer (FeCI3) et
donne le complexe bleu de Prusse qui absorbe & 700 nm. Briéevement, 0.1 ml de I’extrait a été
ajouté a 3 ml de ’eau distillée. Aprés agitation, 1 ml du K3Fe(CN)6(0.016 M) puis 1 ml du
FeCl13(0.02 M dans le HC1 0.1N) ont été ajoutés successivement avec un intervalle de temps d’une
minute.

Aprés 15 minutes, 5 ml de la solution stabilisante (contenant 30 ml Gomme Arabique 1 %, 30 ml
acide phosphorique 85 % et 90 ml de I’eau distillée) ont été ajoutés et 1’absorbance a été lue a 700
nm. La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de I’équation de régression de
la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (figure 24) (0-

200 pg / ml) et exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes du poids

d’extrait (mg EAG / g E) (139 ,140) .
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5-DPPH (effet scavenger) :

L’activité anti-radicalaire des différents extraits des 3 plantes ont été évaluée, in vitro, par le test
de DPPH. Cette méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs de
radicaux libres, et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine (Cuendet et al., 1997 (141); Burits
and Bucar, 2000 (142). Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration & 517 nm. Pour cela, 50
ul de chacune des différentes concentrations des extraits ont été incubés avec 5 ml d’une solution
méthanolique de DPPH a 0.004 %. Apreés une période d’incubation de 30 minutes, les absorbances
a 517 nm ont été enregistrées. Les résultats obtenus pour chaque extrait testé ont été exprimés par
rapport a ceux obtenus pour le BHT pris comme antioxydant de référence. Le pourcentage
d’inhibition (I %) du radical DPPH par les extraits des 3 plantes ont été calculé comme suit: | % =
[(Ac— Ag) / Ac] x 100

Ac: absorbance en absence de ’inhibiteur (contrdle négatif)

Ag: absorbance en présence de ’inhibiteur (échantillon)

La concentration inhibitrice de 50 % de ’activité du DPPH (ICs) de chaque extrait a été par la
suite calculée a partir de 1’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration de I’inhibiteur. Elle a été exprimée en pg / ml et comparée avec celle du BHT

(141 ,142).

6.Activité Anti-inflammatoire

L’activité anti-inflamatoire in vitro de extrait méthanolique des 3 plantes :MR ;THV ;AG a été
effectuée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines. La méthode consiste a
préparé quatre solution.

La solution d’essai (Ts) (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum bovine
albumine (SBA) 5 % et 0,05 ml d’extrait aqueux avec une concentration de 250 ug/ml.

La solution control test(Tc) (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 % et
0,05 ml d’eau distillé.

La solution contréle produit(pc) (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml d’extrait
aqueux avec une concentration de 250 pg/ml .

La solution standard test (ss) (0,5 ml) compose de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 % et

0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodium avec une concentration de 250 pg/ml.
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Tous les solutions au-dessus ont été ajustée a pH 6,3 par une solution d’HCI (IN), les
chantillonsont été incubées a 37 ° C pendant 20 min, ensuit la température était augmenté pour
garder leschantillons a57°cpendant 3 min, apreés refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution
phosphate buffer saline « tampon » (pH 6,3)a été ajouté aux solutions ci-dessus, 1’absorbance a
été lue par le spectrophotometreUV -visiblea416 nm,et le pourcentage d'inhibition de la

dénaturation des protéines a été calculée comme suit:

Pourcentage d’inhibition = 100 -____ATS = Apc x 100

ATC
Le contrble représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparé avec le
diclofenac sodium ( 250ug/ml)(Ass) (143, 144 , 145, 146) .
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CHAPITRE Il :RESULTATS ET DISCUSSION :

Le présent travail porte sur I’étude phytochimique et 1’évaluation de I’activité antioxydants et
anti-inflammatoire  des extraits aqueux de la partie aérienne des plantes médicinales

(fleurs)de M.recutita,et( feuilles)de TH .vulgaris, et les grains de Anethum graveolens .

I- Le rendement des extraits :

Les extraits aqueux des trois plantes ont été préparés a partir de la poudre de la partie
aérienne de M.recutita et TH.vulgaris et les grains de A.graveolens, le tableau 6 presente le

rendement des extraits aqueux des 3 plantes médicinales .

Tableau 6- Le rendement des extraits aqueux des 3 plantes :

Le poids du matériel . Le poids des extraits Le rendement en
- Les extraits
végétal en (Q) en (Q) (%)
EA MR 4 10
4.5
40 EA THV 11.02
5.3 13.25
EA AG

La méthode extraction par macération sous agitation permet d’accélérer le processus
d’extraction et de minimiser le temps de contact d’eau avec I’extrait tout en préservant la bio-
activité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette extraction a température
ambiante ainsi que I’épuisement d’extrait a pression réduite permet d’obtenir le maximum des
composes et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux températures
¢levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.

Le calcule des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale (Tableau6) a montré
que ’EAQ AG représente le rendement le plus élevé (13.25%), ensuite ’EAQ THV avec
(11.02%), et enfin le rendement de PEAQ MR (10%) est le plus faible.

il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie de maniére générale. En
effet, le rendement n’est pas relatif; il dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles
I’extraction a été effectuée. D’autre part, la méthode d’extraction affecte également le contenu

total en phénol et flavonoides (147).
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I1- Tests de mise en évidence de certains composés Phytochimiques :
Les tests phytochimiques réalisés sur les extraits aqueux des trois plants Erévelent la présence
de plusieurs familles de composés dont les résultats sont présentés dans le tableau 7.
Tableau 7: Analyse phytochimique préliminaire d’extraits aqueux de.Matricaria

recutita,thymus vulgaris anethum graveolens :

Composés EA MR EA THV EAAG
+ + ++ + o4
Apparition d’une Apparition d’une Aplparlt.l on S | une
Tanins coloration bleue noire et coloration bleue noire et coloration bleue
un precipité apres 3min un précipité apres 3min noire et un
précipité apres
3min
Saponosides
tel,?stl,etZ)( + +++ +++
++ +
+ + + +
EFlavonoides Apparitior_l d’une couleur N N
jaune Apparition d’une couleur | Apparition d’une
jaune couleur jaune
+ ++ .+ +Apparition
.+ + +Apparition de de deux phases,
Composés | Apparition de deux phases, | deux phases, une colorée une colorée en
réducteurs une colorée en brun rouge en brun rouge et la brun rouge et la
et la deuxieme en bleu- deuxieme en bleu-vert deuxieme en
vert. bleu-vert
Coumarines |+ + - - - Résultat négatif S
Reésultat
négatif
Alcaloides + + Résultat positif - - + +
sels avec le réactif de Wagner Reésultat negatif Résultat positif
(présence de turbidite) avec le réactif de
Wagner
(présence de
turbidité)

Les résultats sont interprétés comme suit: (+) Réaction positive, (x) Trace, (-) Réactions

négatives.
L’étude phytochimique et d’ET a montré que EAMR contiens : des flavonoides, des
saponosides, des tanins, des coumarines, des composés réducteurs, et des alcaloides sels. Ce

qui confirme les travaux de(18), La richesse de ce extrait en composes chimiques actifs
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pourrait expliquer leurs utilisation traditionnelle pour soigner de nombreuses maladies telles
que: la Fiévre, contre les infections, Antispasmodique, Ce qui confirme les travaux
de(Jarrahi M, Vafaei AA, Taherian AA, Miladi H, Rashidi 2008)(18) .

-EATHV riche en : flavonoides , des tanins, des des composés réducteurs ; des composés
réducteurs,et pauvre en alcaloides sels , et en coumarines Ce qui confirme les travaux
de(Hohmann B., Reher G., Stalh-Biskup E2004) (24) qui a été révélé 1’abscence de
coumarines,mais il a montré qu’il ya une faible quantité d’alcaloides .

-EAAG contiens : flavonoides , des tanins, des des composés réducteurs , des alcaloides et
pauvre en coumarines. Ce qui confirme les travaux de(Bahramikia S, Yazdanparast R

2009)(37) qui a montré 1’abscence des coumarines .

I11- Dosage des polyphénoles et des flavonoides :

Les composés phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides) forment le groupe des
composés phytochimiques le plus important des plantes (148). Et comme la majorité des
effets pharmacologiques des plantes est di a ces substances, un dosage des polyphénols

totaux et des flavonoides des extraits a été effectué pour en estimer les teneurs.

I11-1- Dosage des flavonoides :

L’étude quantitative des extrait aqueux au moyen des dosages spectrophotométriques, selon
la méthode de trichlorure d’aluminium AICI3 avaient pour objectif la détermination de la
teneur totale des flavonoides. Une courbe d’étalonnage (Figure22) a été tracée pour cet
objectif, établie avec la quercétine a différentes concentration. Des mesures de densité pour
chaque fraction réalisées a 430 nm. Les quantités des flavonoides correspondantes ont été
rapportées en équivalent milligramme de quercétine par gramme d’extrait (Figure23) et

déterminés par 1’équation de type: y=a X + b
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Figure 22 - Courbes d’étalonnage de la quercétine
Chaque point de la courbe représente la moyenne (n = 3)
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Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).
Figure 23- Teneur en flavonoides totaux (MgEQ/gE)

Suivant la figure ci-dessus, les teneurs en flavonoides, exprimés en mg équivalent quercétine

par g extrait sont:
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43,95mgEQ/gE, 40,70 mgEQ/gE et 2,33 mgEQ/gE, respectivement avec les extraits
EATH ; EAAG et EAMR.

EATHYV représente la teneur la plus élevé 43,95mgEQ/gE parmi les 3plantes étudiees, les
travaux de(24) montre que ’EATHYV a une teneur de 56,1 3 mgEQ/gE ce qui est plus elevé
que le résultat obtenue qu’on peut le expliquer par les differences entre les matriels et les
produits utilisés.

EAAG représente la teneur40,70 mgEQ/gE est proche de celle de (37) avec une teneur
de43 ,63 mgEQ/gE
tandis que La teneur la plus basse a été obtenue avec I’extrait EAMR avec une teneur de 2,33

mgEQ/gE qui est plus bas queles résultats des travaux de (18) 6,19 mgEQ/gE .

I11-2- Dosage des composés phénoliques totaux :
La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage

linéaire (y=ax) réalisé par une solution étalon (I’acide gallique) a différents concentration.

gamme d'etalonnage acide gallique

[
1

o
(o]
I

y = 0,004x + 0,033

Absorbance
o
[e)]
Il

0,4 - R2=10,997
0,2 -
L
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentration (ug/ml)

Figure 24 - Courbe d'étalonnage de I’acide gallique. Chaque point de la courbe représente
la moyenne + SEM (n = 3).

Les polyphénols totaux dans ce extrait sont dosés selon la méthode de bleu de Prusse
modifiée par Graham H.D. (1992) (140).

La teneur en composés phénoliques d’extrait a été calculer a partir de la courbe d’étalonnage

et exprimee en milligrammes équivalent en acide gallique par 100 gramme de la matiere
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séche, la mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur d'onde de 760 nm. Les
résultats obtenus sont présentés dans le graphe suivant :

5 80 -
<
Lu 70 T —
(@]
E
< 60 -
=}
8
S 50 A
XL -
2 40 -
<]
c —
S
= 30 -
o
o
S 20
2
3
e 10 +
(5]
|_
0 T T L
CE M. recutita mg CETh.vulgaris mgEAG/gE CE A.graveolens
EAG/gE mgEAG/gE

Figure 25 -Teneurs en polyphénols totaux (mgEAG/gE)

On peut remarquer, d'apres les résultats des phénols totaux des différents extraits (fig 25)que
I'extrait aqueux de T.vulgaris est celui qui en contient le taux le plus élevé avec 68,35+
0,086 mg (milligramme équivalent d'acide gallique par gramme de matiére séche) EAG/ gE
ce qui est tres proche des travaux de (21)qui a étudie ’espece thymus polytrichus avec une
teneur de 71 ,23+0,0072 mg EAG/ gE . suivi par I’E A.graveolens (43,86+ 0.010 mg EAG/g
E) et enfin I’E M.recutita qui contient 35,64 + 0,0034 mg EAG/gE de polyphénols trouveée.

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation entre la teneur des
extraits en flavonoides et en composés phénoliques. Ceci est logique étant donné que les
flavonoides représentent les composés majoritaires des polyphénols. , le systéeme
FeCI3/K3Fe(CN)6 confere a la méthode la sensibilité pour la détermination « semiquantitaive
» des concentrations des polyphénols, qui participent a la réaction rédox (148,149) .Le
pouvoir réducteur des extraits des plantes sont des doses dépendantes (concentrations
dépendantes). Le pouvoir réducteur des I’especes étudier est probablement di a la présence
de groupement ,hydroxyle(OH-) dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme
donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et
inactivateurs des oxydants (150). Quelques études antérieures ont également montré que le
pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité

antioxydante potentielle (151,152) .
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IV-TESTS, IN VITRO, DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE :

IV-1 - Détermination de D’activité anti-radicalaire des extraits aqueux par la
meéthode de DPPH (effet scavenger) .

L’activité antioxydante des différents extraits d° vis-a-vis du radical DPPH a été évaluee
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm (Figure 26) la cinétique
de décoloration de ce radicale a été suivie aprés addition de 50 ul de chacune des
concentrations d’ extrait EATHV :EAMR et EAAG.

e T e L
SN X + Antioxydant-OH N ,.a::n\Hj + Antioxydant-O"
-‘jl: NH
ON.__~_-NO; ON._~~_-NO;
= N
Diphénylpicrylhydrazyl DPPH (violet) DiphénylpicrylhydrazineDPPHH (jaune)

Figure 26 - Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH .
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Figure 27 - pourcentage d’inhibition de BHT .
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Figure 28 - pourcentage d’inhibition de I’ extrait aqueux de Quercétine de
Matricaria recutita.
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Figure 29 : pourcentage d’inhibition de I’ extrait aqueux de Quercétine de
Thymus vulgaris.
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% inhibition A.graveolens
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Figure 30: pourcentage d’inhibition de I’ extrait aqueux de Quercétine

Anethum graveolens.

IC 50 mg/ml
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1,5
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M.recutita Vulgaris A.graveolens

Figure 31 -Graphe : La concentration des trois extraits et de BHT qui inhibent

50 9% du radical DPPH . Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD

Les profiles d’activité antiradicalaire obtenus (Fig31) révelent que les extraitx de possédent

une activité antiradicalaire dose dépendante, les concentrations d’extraits et standards qui

piégent 50 % du radical DPPH (IC50) graphe(fig 31) . C’est un paramétre utilisé pour estimer

I’activité antioxydante. Plus cette concentration est faible plus 1’effet antioxydant est tres

74



PARTIE II ETUDE EXPERIMENTALE

élevé (153,154 ,155) ; I’espece T.vulgaris posséde I’effet scavenger le plus puissant parmi
les trois extraits (p < 0.001) avec une valeur de IC50 = 0,158214+0,0009 mg / ml, suivi par
L’espece M.recutita (IC50 de 0,219235 * 0,0006 mg / ml), et enfin I’Espece A.graveolens qui
est le plus faible parmi ces extraits avec une IC50 d’environ 1,99416% 0,01 mg / ml.
Comparant avec le BHT, les extraits (EATHV, EAMR,EAAG ) ont un effet scavenger
inférieur de5,27 ensuit7,30 et enfin66 ,47 fois respectivement. Le radical DPPH est souvent
utilis€é comme un indicateur pour tester la capacité de 1’extrait a donner un atome d’hydrogene
ou un ¢lectron et donc I’activité¢ antioxydante. Il a été trouvé que 1’acide ascorbique, 1’a-
tocophérol, les tannins et les flavonoides provoquent la réduction et la décoloration du radical
libre diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) en lui donnant un hydrogene pour former le
diphénylpicrylhydrazine(DPPHH )(Figure 31) (141,142).

Tableau 8: Les concentrations des composés phénoliques qui inhibent 50 % du radical
DPPH.

Echantillons 1C50(ug/ml)
Rutine 4,25 +0,18
Qercitine 3,22+0,029
Acide gallique 0,58+0,01

L’activité anti-radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides. Par exemple PEATHYV, qui représente la fraction la
plus riche en polyphénols, possede 1’effet scavenger le plus puissant par rapport aux autres

extraits. (figure 31).

Les composés phénoliques (acide gallique, quercétine et rutine) Tableau 8 possedent une
activité anti-radicalaire trés élevée et supérieure a celle du BHT. Le plus actif est 1’acide
gallique avec une IC50 d’environ 0.58 = 0.01 pug / ml, ensuite la quercétine et la rutine qui ont
des IC50 de 3.22 + 0.029 et 4.25 + 0.18 ug / ml, respectivement, Les résultats du présent
travail sont relativement en accord avec les études suivantes :( Kobayashi Y, Takahashi R,
2005)(17) ont montré que 1’effet scavenger des extraits méthanoliques de 2 especes du genre
matricaria sur le radical DPPH est en ordre suivant: M. aurea (76,34+4,8%) <acide
ascorbique (77.75 %) .M. chamomilla (68.18+ 3,1 %) < BHT (72.20 %) ,( Bouhdid S.,
Idaomar, M. ; Zhiri, A.; Bouhdid, (2006) (21) ont montré que 1’effet scavenger des extraits
méthanolique de I’espece thymus vulgaris sur le radical DPPH est : 73,42+9,5%> BHT (70.2
%) ,( Bahramikia S, Yazdanparast R(2009)( 37), ont montré que I’effet scavenger des
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extraits méthanolique de 1’espece anethum graveolens 60,88+9,09% <BHT (72.20 %) , Le
mécanisme de la réaction entre 1’antioxydant et le DPPH dépend de la conformation
structurale de 1’antioxydant (156,157 ) ;Quelques composes se réagissent trés vite avec le
DPPH en réduisant un nombre de molécules de DPPH égal a celui des groupements
hydroxyles de L’effet scavenger des flavonoides sur les radicaux libres dépend de la présence
des groupements OH libres(158), en particulier 3-OH, avec une configuration 3'4'-
rthodihydroxy (159) . Le nombre et/ ou la position des groupes hydroxyle sur les noyaux de
ces molécules, les substitutions sur les cycles B et A avec la présence de la double liaison
C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C renforcent 1’activité antioxydante

des flavonoides ce qui est montré dans la Figure 32 (159).

Figure 32 - Principaux éléments de I'activité antioxydante des flavonoides.

V- Activité anti-inflammatoire in vitro :

Le tableau 9 montre les résultats de I’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits Aqueux

de T.vulgaris , M.recutita et de A.graveolens qui consiste a évaluer les pourcentages

Tableau 9- Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA a la concentration

De 250 pg/ml :
Les Echantillons % d’inhibition de la dénaturation des protéines
Diclofenac sodium 250 90.66+3.3%
pg/ml
EAMR250 pg/ml 69,14+4,8%
EATHV250 pg/ml 66,12+12,5%
EAAG250 pg/ml 55,12+9,97%
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D’aprés les résultats du tableau, les trois extraits étudiés inhibent la dénaturation de BSA a la
concentration de 250 pg/ml. Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation est de
69,14+4,8 %; 66,12+12,5% Et 55,12+9,97% Respectivement pour 'EAMR ; EATHV et
EAAG. avec une différence de 21.52% (EAMR); 24.54%(EATHV) ;33 .54%(EAAQG) ;
Lorsque on le compare a ceux obtenus pour le diclofenac sodium, un médicament anti-
inflammatoire utilisé comme standard qui exercé un pourcentage d’inhibition de 90.66+3.3%
a la méme concentration., La dénaturation des protéines est parmi les causes de
I’inflammation (160,161,162) .

La production d’auto-antigenes dans les maladies inflammatoires peut étre due a la
dénaturation des protéines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a
I’altération des liaisons électrostatique, hydrogene, hydrophobe et disulfure qui maintien la

structure tridimensionnelle des protéines (161,162,) .

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phenylbutazone et
L’indomethazine inhibent pas seulement la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires,
mais inhibent aussi la dénaturation des protéines(162) .

D’apres les résultats, on constate que les trois extraits sont capables de contr6lé la production
d’auto-antigeéne par I’inhibition de la dénaturation des protéines. L’activité inhibitrice de la
dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la présence de différents composés bioactifs tels
que les flavonoides et les tannins dans les trois extraits trouvés lors des criblages
phytochimiques. De nombreuses études ont évalué I’effet inhibiteur de différents extraits de
plantes sur ’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des
protéines (162,163).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES :

De nos jours, 'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a regu un grand
intérét dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la
chimiothérapie.

Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent
une source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part
du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce
sans effets secondaires. Les extraits naturels issus des plantes contiennent une
variété de composés phénoliques et des huiles essentielles auxquelles on attribue des
capacités antioxydantes et anti-inflammatoires..

L’objectif primordial assigné par cette étude englobe le méme contexte afin d’évaluer
les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoire des extraits brut aqueux de fleurs
de Matricaria recutita ,les feuilles de Thymus vulgaris et des grains de Anethum
graveolens, plantes largement utilisées en médecine traditionnelle a travers le
monde.

La détermination des rendements en extraits bruts a montré une rentabilité importante
en extraits polaires ( Aq) chez les trois especes de plantes allant de10% ,11.02% ,
13.25 %, I’extrait Aq de Matricaria recutita a le plus faible rendement avec 10%.
Ces molécules naturelles de nature phénolique sont trés recherchées en phytothérapie
vue les effets secondaires des médicaments et les séquelles néfastes des antioxydants

de synthese a savoir le BHA et le BHT.

Dans la premiere partie, la quantification par des méthodes spectrophotométriques
nous a permit de déterminer les teneurs en phénols totaux par la méthode de bleu de
Prusse (Price and Butler, 1977) modifiée par Graham (1992) , en flavonoides par le
trichlorure d’aluminium. Et Les résultats obtenus nous ont révélé que les plantes
riches en polyphénols et en flavonoides avec un teneur de; 71,23+0,0072 mg EAG/
gE 43,95mgEQ/gE pour T.vulgaris ,et de 43,86+ 0.010 mg EAG/g E ; 40,70
mgEQ/gEpour A.graveolens,et enfin 35,64 = 0,0034 mg EAG/gE(moyenne) ; 2,33
mgEQ/gE(faible) pour M.recutita

Dans la deuxiéme partie, nous sommes intéressés par I’étude des propriétés

Antioxydantes et anti inflammatoire par deux techniques .



Le potentiel antioxydant a été confirmé par les méthodes non enzymatiques.
L’EATHV,EAMR,EAAG.

EAMR, EATHV, EAAG possédent un effet scavenger sur le radical DPPH élevé et
I’etudes de Activité anti-inflammatoire in vitro effectuée selon la méthode
d’inhibition de la dénaturation des protéines présentent un pourcentage d’inhibition de
69,14+4,8% ; 66,12+12,5% ;55,12+9,97% respectivement

Ces propriétés est en corrélation avec la teneur en phénols totaux plus
particulierement les flavonoides ,et de tous les résultats obtenus, nous avons déduit
que D’extrait aqueux des plantes EATHV (feuilles), EAMR(fleures), EAAG(grains) .
présentent une activité antioxydante et anti-inflammatoire qui pourrait étre utilisé
dans le domaine pharmaceutique et Pour plus d’efficacité, de nombreuses
perspectives peuvent étre envisagées :Elargir le panel des activités antioxydantes in
vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres tests biologiques : antitumorale,
anticancéreuse et anti-analgésique Caractériser et isoler les principes actifs

responsables a ces propriétés pharmacologiques



Resumeé :

Les composés antioxydants font I’objet de nombreux travaux car, en plus de leur
utilisation comme des conservateurs dans les denrées alimentaires en remplacant les
antioxydants de synthése, ils interviennent dans le traitement de nombreuses maladies.
Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources
natureclles, nous nous sommes intéressés dans ce travail a 1’¢tude des
composésphénoliques et [’évaluation des propriétés antioxydants et anti-
inflammatoire d’extrait aqueux des plantes médicinales Algériennes matricaria
recutita ;thymus vulgaris ;anethum graveolens.

La premicere partie de cette étude concerne 1’extraction et la quantification des phénols
totaux et des flavonoides selon la méthode de bleu de Prusse ,et le trichlorure
d’aluminium respectivement. Les résultats obtenus ont montré la teneur de
matricaria recutita, thymus vulgaris; et anethum graveolens ,des composés
phénoliques et le contenus des flavonoides est moyenne pour MR ; bon pour THV ;
ET AG .et pour La deuxiéme partie est I'étude de I'activité antinflammatoire activité
d’extraits des plantes en utilisant deux techniques: DPPH (effet scavenger) et
I'inhibition de la dénaturation des proteines .

La méthode évaluation d’ activité antioxydante d EAMR ;EATHV ;EAAG contre le
radical DPPH emontre une bonne piussance conparés avec le BHT Et des
pourcentages d'inhibition de la dénaturation des proteines monte une bonne activité

antiinflammatoire.

LES résultats obtenus suggerent que ces plantes peuvent étre utilisés pour traiter les

maladies et I’inflamation qui nécessitent le piégeage des radicaux libres.

Mots clés :matricaria recutita .thymus vulgaris.anethum graveolens ,activité

antioxydant , radicaux libres , polyphenols et flavonoides , inflammation DPPH.



Abstract

The antioxidant compounds are the subject of many works because, in addition to their
use as conservatives in the foodstuffs by replacing synthesis antioxidants, they intervene in
the treatment of many diseases. Within the framework of discovered new antioxidants from
the natural sources, we have investigated in this work, the study of phenolic compounds and
the evaluation of the antioxidant and antiinflamatory properties of thymus
vulgaris ,matricaria recutita ,anethum graveolens aqueuses extracts.

The first part of this study concerns the extraction and the quantification of total
phenolics and flavonoids, by bleu of Prusse and the aluminium trichloride respectively .The
results obtained showed the richness of thymus vulgaris , and anethum graveolens and a
midlle result of matricaria recutita.

The second part is the study of the antioxidant and antiinflamatory activity of the plant
extract using twoo techniques: DPPH radical scavenging and inhibition of proteines
dénaturation methode .
The antioxidant activity methods showed that THV , AG ;MR have a effect scavenging of
radicals DPPHe) and, compared to BHT. And inhibition of protein denaturation. These results
suggest that this plants can be used to treat diseases and inflamation that require the
scavenging of free radical.
Keywords:

matricaria recutita .thymus vulgaris.anethum graveolens,activité antioxydant , radicaux

libres , polyphénols , flavonoides , inflammation ,DPPH.
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