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Introduction



Introduction :

La réaction inflammatoire est une réponse naturelle de I'organisme face a une agression.
Elle peut relever de nombreuses causes : infectieuses (bactérienne, virale, parasitaire),
immunologiques, tumorales, traumatismes physiques (intervention chirurgicale, bralure),
chimiques (microcristaux), ou nécrose tissulaire (Miossec Pierre, 2003). Cependant, la
réponse inflammatoire est une des sources des radicaux libres qui peuvent provoquer a long
terme un stress oxydatif.

Le stress oxydatif est défini par un déséquilibre dans la balance entre les prooxydants,
producteurs d’espéces radicalaires et les antioxydants, au profit des premiers. Cette situation
peut résulter d’un dysfonctionnement de la chalne respiratoire mitochondriale, des
phénomeénes d’ischémie et reperfusion, d’une activation de systémes enzymatiques (NADPH
oxydase, glucose oxydase, monoamine oxydase), d’'une libération de fer libre a partir des
protéines chélatrices (ferritine, transferrine) ou d’une oxydation de certaines molécules
(glucose, hémoglobine, cathécholamine). L’origine de ce déséquilibre peut également étre de
nature exogene : une alimentation pauvre en antioxydants, une exposition aux rayons
ultraviolets, a 1’action de substances oxydantes (solvants, pesticides, anesthésiques, tabac) ou

lors d’un accroissement brutal de I’apport en oxygene (Zhang, 2001).

Le stress oxydatif est impliqué dans de nombreuses maladies, il en est pour certaines
la ou I'une des causes, pour d'autres une des conséquences. Certaines maladies comme la
maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer mais aussi le syndrome d'apnées du sommeil
sont des modeles de stress oxydatif. La plupart des maladies chroniques évolutives comme les
maladies rhumatismales inflammatoires, les maladies chroniques inflammatoires de I'appareil
digestif, les maladies broncho-pulmonaires, les affections de la peau, le diabéte, les maladies
cardiovasculaires et les affections virales chroniques s'accompagnent d'un stress oxydatif

parfois important. . (Haleng et al., 2007).

La phytothérapie a été utilisée depuis des siécles pour traiter les affections. Tisanes,
décoctions, emplatres ont été utilisés avec succes. En Algérie, les plantes sont utilisées depuis
longtemps et leur utilisation s’inspire d’expériences des populations ainsi que de la médecine

arabe classique.

\

Par ailleurs, beaucoup d’études s’intéressent actuellement a 1’étude des plantes

utilisees en meédecine traditionnelle, parmi lesquelles nous avons choisi, la plante Linum




usitatissimum. La plante est beaucoup utilisée en médecine traditionnelle pour traiter
différentes maladies telle que la gastrite, l'entérite, les infections respiratoires et

I'inflammation des voies urinaires.

Cependant, I’objectif de notre travail est d’étudier les propriétés anti oxydantes et anti
inflammatoire de I’extrait aqueux (infusion froide) des graines de L. usitatissimum. Nous
allons commencer d’abord par 1’étude in vitro de la capacité de 1’extrait a piéger les radicaux
libres, ensuite nous allons étudier I’effet de 1’extrait sur la réponse inflammatoire chronique
chez la souris. Nous nous intéressant particulierement, a 1’évaluation de 1’effet réparateur de
I’extrait sur les altérations hépatiques et pulmonaires induites par les lipopolyssacharides

d’Escherichia coli.




Chapitre 1 :
L’inflammation



1- L’inflammation

Les réactions inflammatoires sont un ensemble de mécanismes réactionnels constituant

une réponse physiologique de 1’organisme a des agressions d’origine exogeéne ou endogene :

agents infectieux, substances étrangéres inertes, agents physiques, lésions cyto-tissulaires ou

post-traumatiques.

L’inflammation commence par une réaction de « reconnaissance » faisant intervenir

certaines cellules de 1’organisme (monocytes, macrophages, lymphocytes) ou des protéines

circulantes (anticorps, protéines du complément, facteur de Hageman...) (Russo-marie et al.,

1998).
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Figure 1: Schématisation du mécanisme d’induction et de régulation de la synthése des

protéines de la phase aigué de la réponse inflammatoire (PPA) (Heinrich et al., 1990).




2- Différents Types d’inflammation : Il existe 2 types d’inflammation

2-1 Inflammation aique :

Il s'agit d’'une réponse immédiate a un agent agresseur, elle est de courte durée
(quelques jours ou semaines), elle est caractérisée par des phénomenes vasculoexsudatifs
intenses.

L’inflammation aigué guérit spontanément ou avec un traitement, mais peut laisser des
séquelles si la destruction tissulaire est importante (Rousselet et al., 2005).

L'inflammation aigué est caractérisée par une phase vasculaire suivie d'une phase
cellulaire. La premiere débute immédiatement apreés I'agression. Elle est caractérisée par une
vasodilatation des vaisseaux et une congestion, provoquée par 1’histamine, la sérotonine, les
dérivés de l'arachidonate et le complément.

La phase cellulaire correspond a un afflux de leucocytes principalement les

polynucléaires neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes (Regnault,1992).
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Figure 2 : Schéma simplifié de la phase précoce du processus inflammatoire suite & une
infection (Parham, 2003)




2-1-1-Phase vasculo-exsudative

La réaction vasculo-exsudative regroupe 2 phénomenes:

» la congestion active

> l'®edéme inflammatoire

c- Lacongestion active

Il s'agit d'une vasodilatation qui apparait trés rapidement, aprés une bréve
vasoconstriction ; cette vasodilatation est d'abord artériolaire puis capillaire dans la zone
atteinte. Localement, il en résulte une augmentation de l'apport sanguin et un ralentissement
du courant circulatoire. Les capillaires sanguins sont dilatés et gorgés d'hématies, leur
endothélium est turgescent.

La congestion active est déclenchée principalement par des mécanismes nerveux (nerfs

vasomoteurs) et sous I'action de médiateurs chimiques (Kindt et al ., 2008).

d- L'ecedéme inflammatoire

Résulte du passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les cavités séreuses d'un
liquide appelé exsudat constitué d'eau et de protéines plasmatiques. Sa traduction clinique est
un gonflement des tissus qui, en comprimant des terminaisons nerveuses, entraine la douleur

L'eedéme inflammatoire résulte d'une augmentation de la pression hydrostatique due a la
vasodilatation et surtout d'une augmentation de la perméabilité de la paroi des petits vaisseaux

sous l'effet de médiateurs chimiques, dont I'histamine et les kinines (Vergnier., 2011).

2-1-2- Phase cellulaire

Les chimiokines sont des molécules ayant un effet chimiotactique sur les neutrophiles.
Ces derniers peuvent traverser la paroi de I’endothélium pour ainsi se diriger vers le site
infecté. Ils vont donc phagocyter les éléments étrangers a 1’organisme et libérer des radicaux

libres dérivés de I’oxygene, des protéases, du monoxyde d’azote...etc. En cas d’inefficacité,




ils libérent des agents chimiotactiques pour provoquer 1’arrivée des macrophages. Ces
derniers vont produire a leurs tours d’autres cytokines et des radicaux libres.
Si ces mécanismes de défense ne sont pas efficaces, d’autres systemes de défense se mettront

en place avec notamment 1’intervention des lymphocytes T ou B (Weill & Batteux., 2003).

2-1-3- La phase de réparation :

La réponse inflammatoire est limitée dans le temps grace a la mise en jeu de
systéemes de régulation tels que la production de cytokines anti-inflammatoires et des
anti-protéases qui vont désactiver la cascade protéolytique et limiter ainsi la
destruction du tissu conjonctif. Des antioxydants vont aussi limiter ’action des
radicaux libres instables.

La réaction inflammatoire est alors stabilisée. Une fois I’agresseur ¢liminé, la
réaction s’éteint peu a peu. Le tissu initial se cicatrise grace a la prolifération du tissu
de soutien, la régénération du tissu différencié nécessite une néo vascularisation.

L’intégrité de ce tissu est alors restaurée (Bonotte., 2003).
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Figure 3 : Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins (Kumar et
al., 2007).




2-2- Inflammation chronique :

L’inflammation chronique correspond a une inflammation n’ayant aucune tendance a la
guérison spontanée et qui évolue en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou
plusieurs années Elle est causé par 1’engagement persistant des réponses de I’immunité innée
et acquise, comme dans la polyarthrite rhumatoide, rejet de l'allogreffe chronique, dans la
bérylliose, et dans I'inflammation granulomateuse. 1l est prouvé que les macrophages dans ces
Iésions produisent une série de mediateurs pro-inflammatoires qui activent les fibroblastes
pour fixer le collagéne et activer les autres types cellulaires.

L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui
impliquent l'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui
vont spécifiquement entrainer I'adhésion des monocytes et des lymphocytes et permettent leur

transmigration dans le compartiment extravasculaire (Charles et al., 2010).




Chapitre 2 : Le
stress oxydant



1- Origine de stress oxydant:

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
utiles pour I’organisme a doses raisonnables. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par les systemes de défense. Dans les circonstances normales, la balance
antioxydants /pro oxydants et en équilibre si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par une surproduction de radicaux, I’excés de ces radicaux est appelé stress
oxydant (Favier., 2003).

2- Un radical libre

Un radical est une molécule possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur ses
orbitales électroniques externes. La présence d'un électron célibataire confere souvent a ces
molécules, une grande instabilité, elles ont la possibilité de réagir avec de nombreux
composés dans des processus le plus souvent non spécifiques. (Halliwell., 2001). Ce
caractére chimique rend les radicaux libres fortement réactifs. La réactivité varie d'un radical

libre a un autre et dépend de 1I’environnement ou ils sont présents.

3- Définition du stress oxydant :

Se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les prooxydants et
les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles.
La réduction univalente de 1’oxygéne résulte dans la formation d’espéces oXygénées activées
(EOA) dont font partie les radicaux libres (anion superoxyde, radical hydroxyle), le peroxyde
d’hydrogene et I’oxygene singulet.

Toutes ces especes sont potentiellement toxiques pour 1’organisme car elles peuvent
inactiver des protéines, induire des cassures au sein de I’acide désoxyribonucléique (ADN)
avec, comme conséquence, une altération du message génétique, dégrader les sucres, oxyder
les lipoprotéines et initier des processus de peroxydation lipidique au sein de la membrane

cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés (Pincemail et al., 1998) .




4- Lesrobles des espéces oxygénées activées

Le role des EOA est trés complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un
effet toxique en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, elles sont
génerées en faible quantité et jouent un role de messagers secondaires capables de réguler le
phénomene de I’apoptose ou d’activer des facteurs de transcription. Citons aussi le processus
de fécondation, au cours duquel les spermatozoides sécretent de grandes quantités d’EOA
pour percer la paroi membranaire de 1’ovule.

Le monoxyde d’azote radicalaire ou NOe est un composé¢ important; il est notamment
synthétisé par les cellules endothéliales via 1’action de NO synthétase sur la L-arginine. C’est
une molécule labile trés diffusible, dont les effets régulateurs s’exercent sur la plupart des
fonctions physiologiques de ’organisme (maintien du tonus vasculaire, neurotransmission,
fonctionnement rénal,...) Toutefois, le NOe peut former avec 1’anion superoxyde le
peroxynitrite (HOONO), un oxydant puissant et diffusible, capable d’endommager de
nombreuses molécules organiques (Hare J., 2004).
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Figure 4 : Principaux sites cellulaires de productions des ERO. (Shahrokhian &
Ghalkhani.,2006)




5- Stress oxydant et altération cellulaires :

5-1 Altérations de PADN

Ces attaques sont essentiellement causées par le radical hydroxyl HO®. Elles sont de différents
types :

e modification des bases azotées, en particulier la guanine qui peut étre transformee en
8-hydroxy-2’-deoxyguanine (celle-ci peut constituer un marqueur du stress oxydant)
ou encore la thymine en thymine glycol. Cela entraine un non-appariement des bases,
ou un mauvais appariement, ou encore un blocage de la réplication de I’ADN,

e destruction de la liaison entre la base et le désoxyribose, a 'origine d’un site
dépourvu de base ou « abasique », qui s’aveére étre non fonctionnel,

e destruction du désoxyribose, responsable d’une cassure de brin, 1étale pour la cellule.

e formation de pontages avec des protéines, ou avec des dérivés d’oxydation lipidique

(tel que le MDA). (Grandjean., 2005)

5-2 Oxydation des protéines

A cause de leur abondance dans 1’organisme, les protéines sont une cible importante des
EOA. Il a été estimé que les protéines pouvaient piéger la majorité des EOA généres (50—
75%). Leur oxydation affecte la fonction des protéines qui peuvent se fragmenter ou former
des agglomérats les rendant susceptibles a la protéolyse, et résulte en la formation de
protéines carbonylées dont 1’accumulation peut étre dosée comme témoin de 1’oxydation
(Clarkson et al ., 2000, Bloomer et al . , 2004, Fisher-Wellman et al.2009). Suivant leur nature
les acides aminés subiront des attaques radicalaires présentant des successions de réactions
différentes.

Les dommages oxydatifs des protéines peuvent provenir de divers EOA comme le
radical hydroxyle, le peroxynitrite, des radicaux d’acides aminés, d’acides gras insaturés ou
de sucres.

De plus, tous les acides aminés sont susceptibles a I’oxydation catalysée par les métaux
(Par réactions de Fenton) (Bloomer et al. 2004). Ainsi des nitrations, glycations et des
modifications des protéines par des hydroxy-nonenal (HNE) et malondialdéhydes (MDA) ont
été mises en évidence et facilitées par la présence de métaux réduits et de H202 (Marnett et
al., 2003, Sayre et al.2008).

.



5-3 Peroxydation lipidigue

Les acides gras polyinsaturés comme les acides linoléiques ou arachidonique sont les
cibles privilégiées des EOA. Dans une premiére étape, ils se transforment en peroxydes
lipidiques (ROOH) sous I’action de métaux de transition (fer, cuivre), les peroxydes
lipidiques se décomposent ensuite en toute une série de sous-produits que sont les aldéhydes

et les hydrocarbonés.

5- Les antioxydants

6-1 Les Systémes de défenses antioxydants :

L’organisme est doté d’un ensemble de systemes de défenses antioxydants trés
efficace afin de diminuer la concentration des entités oxydantes dans 1’organisme. La nature
des systemes antioxydants difféere selon les tissues, les types cellulaires et selon qu’elle se
trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (Bonnefon et al, 2003). Il existe
différents types de molécules qu’elles soient naturelles ou synthétiques et dont le mode
d’action repose sur un systeme enzymatique (premieres lignes de défense) ou non (molécules

piégeuses d’électrons)

6-1-1 Les systemes de défenses enzymatiques :

Les enzymes antioxydants constituent la premiere ligne de défenses contre les entités
oxydantes intracellulaire, sont les enzymes anti-oxydantes (Diplock., 1993;ugliese, 1998) :
les glutathion peroxydases (GPx), les superoxydes dismutases (SOD) et la catalase.

Les SOD transforment les radicaux O2°~ en H202 selon la réaction suivante (Deby, 1991) :
20°2-+2H+— H202+02
La catalase catalyse la décomposition de H202 en H20 et O2 selon la réaction suivante :
2 H202 —-2 H20 + 02
Les GPx réduisent les hydropeoxydes en alcool, la GPx a sélénium réduit le peroxyde
d’hydrogéne mais ses substrats principaux sont les hydroperoxydes provenant de la

péroxydation des acides gras polyinsaturés.

.



6-1-2 Les systéemes antioxydants non enzymatiques :

Les antioxydants sont naturellement présents dans la plupart des plantes, des micro-
organismes et méme dans les tissus animaux (pelli & lyly, 2003). Ces antioxydants sont de
nature lipo-ou hydrosolubles (Allain, 2000) est sont classés en trois types :

Type 1: des substances qui ont la capacité¢ d’inactiver les radicaux libres en inhibant la
propagation des réactions radicalaires, en fournissant des molécules d’hydrogénes aux
radicaux libres présent (Eymard, 2003).

Type 2 : ce type antioxydants prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir par
differents mecanismes (Eymard, 2003). Captage de I’oxygeéne singulet, complexation d’ions
et de métaux, réduction de radicaux ou de peroxydes.

Type 3 : ils regroupent les facteurs de 1’environnement qui ont une action antioxydante en

agissant sur le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygene et la lumiere.
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Matériels et méthodes :

1. matériels biologiques :

1.1 Linum usitatissimum

L. usitatissimum est une plante dicotylédone autogame qui appartient a la famille des
linacées et au genre Linum. Il existe environ 200 especes de lin a travers le monde, dont la
plupart sont sauvages et pérennes. Le L. usitatissimum a une courte racine pivotante émettant
des radicelles fibreuses pouvant atteindre 90 a 120 cm en sol léger. Les feuilles sont simples,
sessiles, linéaires-lancéolées, entieres, portées sur la tige et ses ramifications. L'inflorescence
est une cyme ou grappe terminale lache. Les fleurs, hermaphrodites et hypogynes, ont un
pédoncule dressé et allongeé, 5 sépales, 5 pétales (bleus), 5 étamines et un pistil formé de 5
carpelles séparés par autant de fausses cloisons. Le fruit, une capsule a cing loges, contient un

maximum de 10 graines. La graine est ovale, lenticulaire, longue de 4 a 6 mm, avec une

surface lisse et luisante de couleur brun moyen a pale (Fernald, 1950).

Figure 6 : Fleurs (A) et graines (B) de la plante Linum usitatissimum

E



Position systématique

e Regne: Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
e Division : Magnoliophyta
e Classe: Magnoliopsida

e Sous-classe : Rosidae

e Ordre: Linales

e Famille: Linaceae

o Genre: Linum

e Espece: Linum usitatissimum (L., 1753)

1.2- Préparation de Pextrait :

Une quantité de la poudre végétale de graines de L. usitatissimum sont mélangé avec
4 ml de I'eau distillé. Aprés macération pendant 24h a température ambiante. L’extrait est
centrifugé & 1500 tours pendant 15 min. Le surnageant est utilisé comme extrait aqueux pour

traiter les souris.

1.3- Elevage des souris :

Dans ce travail, nous avons utilisé 40 souris males, du genre mus musculus, agées de

2,5 a 3 mois, ayant un poids moyen d’environ 21 g.

L’¢levage des souris a ¢té réalisé dans des cages en plastique au niveau de
L’animalerie de I’université Constantine 1, a une température ambiante, et un régime

alimentaire standard.

2. Traitement des souris :

Les souris sont reparties en 4 lots pendant une période de 21 jours.

% 1% lot : un est lot contrble qui ne recoit aucun traitement.

% 2°Me ot : est traité avec une dose de 0,12 mg/ml de I’extrait.

g
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< 3%Me ot : est traité avec les LPS d’E.coli (Figure 7) a une dose de 75 mg/ml.

O-antigen
repeat 40 units

J\

Core polysaccharide

J\

Disaccharide
- diphosphate

Lipid A
Fatty acids

Structure of Lipopolysaccharide

Figure 7 : Structure de lipopolysaccharide d’E. Coli.

®,

< 4%™e ot : les souris sont traitées avec le LPS+ extrait. Le LPS est injecté un jour sur
deux selon le protocole du lot 3 en méme temps il recoit un gavage quotidien avec

I’extrait de la plante.

3. Prélévement des organes :

Les souris sont disséqués apres 7, 15, 21 jours. Les organes sont prélevés est conservé

dans le formol 10% pour 1’étude histologique.

4. Dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu:

4.1- Principe : Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit, lors de
I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene
(Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite, dont I’absorption maximum a 765 nm est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.




4.2-Méthode:
Les polyphénols ont été détermines par spectrophotométrien comme suit :

Pour chaque échantillon, 1 ml d’extrait est mélangé avec 5 ml réactif Folin-Ciocalteu (a une
dilution de 1/10) et 4 ml de carbonate de sodium Na2Co3 a (7%). Apreés incubation 1h a

température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 765 nm.

Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique. Toutes les mesures sont
répétées 3 fois.

5. Activité anti radicalaire (test au DPPH) :

5.1-Principe du test :

1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl est un radical libre stable de couleur violacée qui absorbe la
lumiere & 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPHe est réduit et
change de couleur en virant au jaune. Les absorbances a 517 nm servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPHe qui est proportionnel au pouvoir anti radicalaire de
1’échantillon.
H
NO, | ez
.fN. + =
N AH ——= N + A
NO
NO 0,N 2
2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazine

Figure 8 : schéma représente la réaction de la réduction du radical DPPHe




5.2-Préparation de la solution DPPH :

3,9 mg de la solution DPPH a été dissous dans 3 ml de méthanol, il a été protégé de la lumiere

en convertissant les tubes a essais avec une feuille d'aluminium.
5.3-La methode :

Le test consiste a mélanger, dans un tube, 3900 ul de solution DPPH (0,1 mM) avec
100 pl d’extrait aux dilutions 20%, 40%, 60%, 80%, 100%. Apres avoir laissé incuber la
réaction a 1’obscurité pendant 30 min. L’absorbance est mesurée & 517 nm contre un blanc

contenant du méthanol a la place de 1’extrait.

La capacité de piégeage du radical libre est ensuite calculée a travers le pourcentage

d’inhibition :
Le pourcentage d’inhibition = (Aplanc- Aextrait/ Ablanc) X 100.

» Ablanc: présente 1’absorbance de la solution DPPH en présence du méthanol.

> Aextait : présente 1’absorbance de la solution DPPH en présence de 1’extrait.

La valeur ECsg (efficient concentration 50) présente la concentration de I’extrait nécessaire

pour balayer 50% des radicaux libres.

6. Capacité de P’extrait a piéger le peroxyde d’hydrogéne

La capacité de I’extrait 4 piéger I’hydrogene peroxyde a été testé selon la méthode de Ruch et
al., 1989. et calculer selon la formule :
% de piégeage H202= [(A0-A1)/A0] x 100

» A0 est I’absorbance du contréle (acide ascorbique).

» Al : absorbance en présence de 1’extrait.

-




7- Histologie des organes :

. Préparation et mise en cassette des prélévements
Le foie et les poumons ont été 1’objet d’une étude histologique. La réalisation
des lames histologiques passe par plusieurs étapes :
o Fixation des piéces :
Les organes sont conservés dans des tubes remplis de formol dilué 10 %.

o La déshydratation: se fait dans 3 bains d’éthanol

» 1% bain : 50% pendant 1h :30 min

> 2°™ pain : 75% pendant 1h :30 min

> 3% bain : 96% pendant 1h :30 min (3 bains)

. I’éclaircissement : dans 3 bains de toluene (xyléne) a 100%

o inclusion (enrobage) des tissus : les échantillons sont mis dans deux bains
successifs de paraffine pendant 2h. La réalisation des coupes histologiques
s’effectue a I’aide d’un microtome.

o La coloration: les coupes sont colorées par une double coloration
hématoxyline- éosine.

o Les lames sont observées a ’aide microscope optique (OPTECH OPTICAL
TECNOLOGY).

.




Résultats




1- Etude des propriétés antioxvdantes de I’extrait :

1-1 Activité anti radicalaire (test de DPPH)

L’extrait aqueux de grains de L. usitatissimum posséde un pouvoir réducteur du
radical DPPH comparative & celui de I’acide ascorbique, la valeur EC50 est d’environ
37,75%, (Fig, 9)

100
g
T 80
o
[a
[a)
T 60 -
(&)
k.
s
3 40-
c
o
2 90
c
<
0 - .

L. usitatissimum Acide ascorbique

Figure 9 : Capacité de I’extrait aqueux de graines de L. usitatissimum & réduire le DPPH,

exprimée en %.

1-2- Dosage des polyphénols totaux:

L’extrait aqueux de grains de L. usitatissimum contient une quantité de polyphenols
totale de I’ordre de 147,5 mg d’équivalent d’acide gallique dans 1 ml. Ce qui corresponds a
147,5 mg equivalent d’acide gallique dans 0,12 mg de plante /ml (Figure 11)




& Gamme etalonnage d'acide gallique

y =0,0091x + 0,0378
R? = 0,997

1,6 A

Absorbance

0 50 100 150 200

Concentration d'acide gallique(ug/ml)

Figure 11 : gamme d’étalonnage des polyphénols réalisée avec 1’acide gallique

2- Effets des différents traitements sur la structure histologique du foie.

2-1- Effet de Dextrait aqueux de la plante L. usitatissimum sur la structure

histotologigue du foie.

La figure 13 représente la structure histologique du foie une souris contréle. On voit

sur la figure les hépatocytes et I’artére.

L’analyse microscopique (Figure 14) montre que I’extrait aqueux de la plante L.

usitatissumum n’a aucun effet sur la structure du histologique du foie

Figure 13 : Coupe histologique du foie de souris de contréle, coloré par I’Hematoxyline —
Eosine. GX 100. A:artére hépatite H : Hépatocyte

5




Figure 14 : Coupe histologique du foie de souris traitées avec 1’extrait pour une période de
7(A), 15 (B), 21 jours (C), GX 100 .VL: veine lobulaire; H: Hépatocyte ; VC: veine
centrolobulaire ; A : artére.

2-2- Effet du LPS sur la structure histologigue du foie

La figure 15 représente 1’effet du LPS d E -coli sur la structure histologique du foie,
on voit, & partir des 15°™ jours 1’apparition de cellules avec un cytoplasme non coloré, se sont

des hépatocytes en nécrose (Figure 15).

La nécrose de hépatocytes et plus important pres 15 et 21 (Figure 15 B,C) jours du

traitement. A 21 jours (Figure 15 C), on note le dépdt de protéine amyloide.

Figure 15 : Coupe histologique du foie des souris traitées avec LPS pour une période 7 (A),
15 (B), 21 jours (C) GX 100. H: hépatocyte. N: nécrose ; VC: veine centrolobulaire.

E



2-3- Effet du traitement combiné LPS+ Plante sur structure histologique du foie

Le traitement des souris avec une combinaison LPS+ Plante entraine une réduction de
la nécrose des hépatocytes, comparativement au traitement par les LPS (Figure 16).

La plante posséde apparemment un effet réparateur pour les Iésions induites par les
LPS d’E coli.

Figure 16 : Coupe histologique du foie des souris traitées LPS + plante pour une période 7
(A), 15 (B), 21 jours (C) GX 100. A: artére ; H: hépatocyte ; N: nécrose ; EP: espace porte ;
VC: veine centrolobulaire.
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Discussion



Evaluation de ’activité anti oxydante de I’extrait

L. usitatissimum est une plante médicinale, largement utilisée en méthode de thérapie
traditionnelle. Différents effets thérapeutique ont été reportés. Elle est utilisée pour, atténuer
les symptdémes vasomoteurs liés a la ménopause en réduisant surtout les bouffées de chaleur,
prévenir les maladies cardiovasculaires. Elle diminue le taux de cholestérol, et donc prévenir
les maladies cardiovasculaires. Elle est utilisée pour traité la gastrine, l'entérite, et les

infections respiratoires.

La plante s'avere particulierement bénéfique contre les cancers de I'endometre et du

sein, propices a la régénération des cestrogénes et capables de réduire les effets de 1'cestradiol

(Ghayur and Gilani, 2005).

Nos résultats montrent que 1’extrait aqueux de la plante L. usitatissimum présente une

activité anti oxydante. L’ extrait possede la capacité de réduire le radical DPPH.

Aussi, le dosage des taux de polyphénols ont montré que 1’extrait contient une
quantité de 147,5 mg equi d’acide gallique/ml. Cette quantité est importante et semble étre
responsable de I’activité anti oxydante de la plante. Une étude récente a révélé 1’existence de
différents types de polyphénols dans les grains de L. usitatissimum, comme les liganes, 1’acide
phénolic, les flavonoides et les tannins (Kasote, 2013)

Effet du LPS sur la structure histologique du foie :

L’effet de I’extrait sur la réponse inflammatoire in vivo a été testé sur un modéle
d’inflammation chronique, induite par les LPS d’E. coli. Nous avons choisi d’étudier 1’effet
de I’extrait sur le foie qui représente le principal organe de métabolisme, indicateur de toxicité

et le site principal de la clairance des LPS

Les résultats montrent que 1’administration du LPS d’E.coli entraine chez les souris
entraine une nécrose des cellules hépatites apres 15 et 21 jours. A partir de 21 jours, on note le

dépbt de protéine amyloide.

La production de protéines amyloides résulte de la stimulation chronique des
hépatocytes par les LPS d’E. coli. Les hépatocytes produisent de nombreuses protéines anti —
inflammatoires appelées proteines de la phase aigue, parmi lesquelles on cite la CRP, le
fibrinogéne, la proteine serum amyloide A (SAA) (Gruys et al., 2005). La production

-



continue de ces protéines entraine leur dépot (amylose ou amyloidosis) au niveau de divers

organes comme le foie, la rate et les reins (Hosaka et al., 2003).

L’analyse histologique montre que I’extrait de la plante L. usitatissimum n’a pas
d’effet sur la structure du foie. En outre, le nombre des cellules en nécrose dimunuent lorsque
le LPS est suivi d’une administration de 1’extrait L. usitatissimum. Ce dernier, posséde

apparemment un effet hépato-producteur comme les lésions provoquées par le LPS.




Conclusion



Conclusion

Dans ce travail nous avons testé 1’effet d’un extrait aqueux de L .usitatissimum sur la
réponse inflammatoire induite par les LPS d’E.Coli. Les résultats ont montré que 1’extrait
aqueux de grains de L .usitatissimum possede un grand pouvoir anti oxydant qui est
comparable a celui de I’acide ascorbique. En effet, I’extrait de L .usitatissimum posséde la

capacité de réduire le radical DPPH et de pieger le H202.

L’extrait contient une quantité de polyphénols de 1’ordre de 147,5 mg d’équivalent
d’acide gallique/ml, ces composés semble étre responsable du pouvoir anti oxydant de

I’extrait.

D’autre part, I’étude histologique monte que I’extrait de la plante administré seul n’a
pas d’effet sur la structure histologique du foie, I posséde un effet hepato-protecteur contre

les 1ésions induites par les LPS d’E. coli.

A D’avenir il serait intéressant d’étudier, I’effet de 1’extrait sur quelques paramétres in
vivo du stress oxydant comme le taux MDA et sur quelques enzymes anti oxydant comme la
catalase. Il est également intéressant d’étudier 1’effet de 1’extrait sur la structure d’autre

organe.

-



Listes des fiqures :

Numéro Titre Page
1 Schematisation du mécanisme d’induction et de régulation de la 3
synthése des protéines de la phase aigué de la réponse inflammatoire
(PPA)
2 Schéma simplifié de la phase précoce du processus inflammatoire suite 4
a une infection
3 Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux 6
sanguins
4 Principaux sites cellulaires de productions des EOA. 10
(Shahrokhian&Ghalkhani, 2006)
5 Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et 13
de leurs cofacteurs métalliques (Matés, 1999).
6 Fleurs (A) et graines (B) de la plante Linumusitatissimum 14
7 Structure de lipopolysaccharide d’E. Coli. 16
8 Schéma représente la réaction de la réduction du radical DPPHe 17
9 Capacité de I’extrait de L. usitatissimum a réduire le DPPH, exprimée 21
en %.
10 Capacité de ’extrait aqueux de L. usitatissimum a pieger le H2O2, 22
exprimée en %.
11 Gamme d’étalonnage des polyphénols réalisée avec 1’acide gallique 23
12 Capacité de I’extrait 4 inhiber la peroxydation lipidique exprimée en 23




%.

13 Coupe histologique du foie de souris de controle 24
14 Coupe histologique du foie de souris traitées avec extrait pour une 24
période 7 (A) ,15 (B), 21 jours
15 Coupe histologique du foie des souris traitées LPS pour une période 7 25
(A), 15 (B), 21jours (C)
16 Coupe histologique du foie des souris traitées LPS + plante pour une 26

période 7 (A), 15 (B), 21jours (C)




Liste des abréviations :

EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tétracétique
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Evaluation de I'effet anti oxydant et anti inflammatoire d’un extrait aqueux de Ia

plante linum usitatissimum

RESUME

Ce travail a pour but d’évaluer I'activité anti oxydante et anti inflammatoire d’un extrait aqueux de la
plante Linum usitatissimum. Les effets de I'extrait sur la réponse inflammatoire ont été étudiés sur un
modele d’inflammation chronique induit par les LPS d’E-coli chez la souris. Les résultats ont montré que
I’extrait de plante possede la capacité de réduire le radical DPPH et de piéger le H202. L'analyse de
I'effet de I'extrait sur la structure histologique du foie a montré que les LPS d’E. coli provoquent des
|ésions hépatiques se traduisant par la nécrose des hépatocytes. L'extrait du L. usitatissimum administré
seul n’a aucun effet sur le foie. Cependant I'administration de I'extrait apres I'injection du LPS entraine
une réparation du tissu hépatique. En conclusion, I'extrait de la plante L. usitatissimum posséde un
pouvoir anti oxydant comparatif a celui de I'acide ascorbique, il possede un hépato -protecteur contre

les lésions induites par les LPS d’E. coli.

Mot clés : Linum usitatissimum, inflammation, stress oxydant, foie.
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