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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes médicinales ont été, depuis la nuit des temps, 1’arsenal thérapeutique de I’homme.
Elles connaissent en ce moment un intérét considérable de la part du public et des chercheurs.
Les raisons sont multiples. Dans les pays sous-développés, voire en voie de développement,
c’est le moyen le plus utilisé de se faire guérir. Tandis que dans les pays développés, les plantes
représentent une source importante pour la recherche pharmacologique et I'élaboration des
médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utiliseés directement
comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premieres pour la synthese de

médicaments ou comme modeles pour de futurs agents thérapeutiques.

Les produits naturels constituent une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement,
environ 75 % de médicaments disponibles pour le traitement de diverses maladies dérivent de
produits naturels. Nous citerons par exemple la morphine, substance naturelle isolée du latex
d’une papaveraceae appelée Papaver somniferum et médicament utilisé principalement contre
la douleur, est prise actuellement comme référence de choix du point de vue efficacité
analgesique. Le taxol isolé de Taxus brevifolia ou if d’Amérique, médicament reconnu
mondialement pour son action anticancéreuse hautement efficace, constitue également un
parfait exemple. Les produits naturels représentent une source extrémement précieuse pour la

production de nouvelles entités chimiques.

Par ailleurs, il est actuellement établi que 20.000 a 30.000 especes végétales, sur les 500.000
répertoriées mondialement, sont utilisées dans la pharmacopée humaine et pas moins de 75 %
de médicaments sont d’inspiration végétale. En dépit du fait indiscutable que les plantes
constituent un réservoir de molécules bioactives, le potentiel floristique demeure encore peu

exploré.

L’Algérie avec sa situation géographique, sa diversité climatique et sa richesse en flore, offre
un terrain propice pour la recherche de nouvelles substances naturelles d’intéréts thérapeutiques
et met un pas tres important dans la recherche en phytochimie. Plusieurs especes sont étudiées
dans ce domaine, c’est le cas de ce présent travail qui porte sur une investigation phytochimique
et biologique de I’espéce endémique du genre Anagallis. Cet intérét s’explique par la richesse

des plantes de la famille des Primulaceae en métabolites secondaires d’un grand intérét
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Introduction générale

biologique, comme les saponosides triterpéniques (Vigar Uddin et al., 1993; Lavaud et al.,
1994; Matsunami et al., 2011; Li et al., 2012), les flavonoides (Tokalov et al., 2004;
Abubakar et al., 2012) dérivés benzoquinoiques, acides benzoiques et lignanes (Ogweno et
al., 2002).

Une motivation supplémentaire quant a I’étude chimique de cette espéce endémique du genre
Anagallis tient du fait que cette derniére n’a fait I’objet d’aucune étude phytochimique ni

biologique.
Notre travail sera présenté comme suit :

+ La premiere partie concerne la recherche bibliographique, réunit en trois chapitres

distincts :

o Lel” chapitre, consacré aux aspects botaniques inclus une présentation de la famille
Primulaceae, et du genre Anagallis, leurs activités biologiques, différentes classes de
métabolites antérieurement isolés et leurs utilisation en médecine traditionnelle.

e Le 2°™ chapitre, consacré a I’étude bibliographique des métabolites secondaires
(flavonoides et saponosides) : leur définition, leur classification ainsi que leur intérét

thérapeutique.

o Le 3™ chapitre, gy apergu sur le stress oxydant et I’activité anti-inflammatoire.

+ Ladeuxieme partie du manuscrit évogue nos travaux personnels menés en deux volets.
D’abord : D’extraction, le fractionnement et la purification. Puis, 1’évaluation du
potentiel antioxydant par la mise au point de trois différents tests a savoir : DPPH, ABTS
et CUPRAC et I’activité anti-inflammatoire in vivo par le test de 1'cedéme de la patte de
rats.

+ La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats obtenus suite a cette

investigation phytochimique et les tests biologiques.
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Chapitre |

Aspect Botanique et études
chimiques antérieures



1€ partie : Recherche bibliographigue Chapitre |

1.1. Ericales

Les Ericales constituent un ordre de plantes magnolopsides gamopétales, riche de pres de 4500
espéces et d'environ 160 genres (Bentham et Hooker, 1876; Drude, 1891; Stevens, 1971;
Cronquist, 1981; Cronquist, 1988). Nous traiterons ici la famille des Primulaceae qui

renferme le genre vegétale Anagallis que nous avons étudie.

Balsaminaceae
Marcgraviaceae
Tetramerista, etc.

Polemoniaceae

Tetrameristaceae

Fouquieriaceae
Lecythidaceae
Sladeniaceae
Pentaphylacaceae
Sapotaceae
Ebenaceae
Maesoideae

Ericales ) Theophrastoideae
. - Primuloideae Primulaceae s.l.

Myrsinoideaea
»~ Mitrastemonaceae

Theaceae

-~ P - Symplocaceae
Styracaceae
Diapensiaceas
Actinidiaceae
Roridulaceae
Sarraceniaceae
Clethraceae
Cyrillaceae

Ericaceae

Figure 1: Position systématique de I’ordre Ericales selon 1’ Angiosperm Phylogeny Group
(Stevens, 2012)

1.2. Famille des Primulaceae

Le nom de Primulaceae vient du genre Primula, du latin« primus », premier, en référence a la
floraison trés précoce dans I'année de ces plantes (Dupont et Guignard, 2015). On connait des
Primulaceae fossiles des I'Eocene. C’est une famille de plantes dicotylédones appartenant a
I’ordre des Ericales. Cette famille a subit des remaniements et se trouve divisée en quatre sous-
familles : Maesoideae, Theophrastoideae, Primuloideae et Myrsinoideae. Elle inclue désormais
d’anciennes familles comme les Primulaceae stricto sensu, les Myrsinaceae et les

Theophrastaceae (Corner, 1961).
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1.2.1. Position systématique de la famille des Primulaceae
1.2.1.1. Ancienne

Du point de vue des classifications systématiques anciennes, la famille des Primulaceae fait

partie des dicotylédones et appartient a I’ordre des Primulales (Tableau 1) (Cronquist, 1988).

Tableau 1 : Taxonomie des Primulaceae selon Cronquist (Cronquist, 1988).

Plantae Tracheobionta

Embranchement Spermatophyta

Sous-Embranchement ~ Angiospermae

Classe Magnolopsida
Sous-classe Dilleniideae
Ordre Primulales
Famille Primulaceae

1.2.1.2. Actuelle
Lors de la parution d’APG II (Angiosperm Phylogeny Group 2003), la situation va évoluer et
les trois familles Theophrastaceae, Primulaceaeet la plus grande des trois, Myrsinaceae sont

dorénavant incluses dans 1’ordre des Ericales regroupant 24 familles (Kallersjo et al., 2000).

La situation change a nouveau en 2009, année de la parution d’APG III. Ces trois familles sont
réunies en une seule, les Primulaceae. Les contours de la famille des Primulaceae sont encore
discutés, cependant on peut dire que les Primulacées contiennent environ 2790 espéces réparties
en 53 genres (Xu. Zhenghao, 2017), de nombreuses espéces sont cultivées comme plantes

ornementales.

Tableau 2 : Taxonomie des Primulaceae selon APG IlI (Stevens 2012).

Clade Angiospermae

Clade Dcotylédones vraies
Clade Astridées

Ordre Ericales

Famille Primulaceae

L'analyse comparée de séquences géniques de chloroplastes (Kallersjo et al., 2000) a montré
que les Myrsinaceae et les Primulaceae étaient paraphylétiques. Certains genres (Anagallis,
Ardisiandra, Coris, Lysimachia, Trientalis) appartiennent plus a la voie des Myrsinaceae qu'‘a
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celle des Primulaceae. Dans d'autres classifications récentes, cette famille de plante se
rapproche des Plumbaginaceae.

1.2.2. Répartition géographique des Primulaceae

Les Primulacées sont plutét cosmopolites, présentes presque partout dans le monde, mais
particulierement présentes dans les régions tempérées de I'némisphére Nord. Elles sont est
présentes essentiellement dans des régions froides, tempérées, montagneuses et tropicales, elles
sont dites Sub-cosmopolite, mais surtout centrées sur I'némisphere Nord. La Chine regroupe un
peu plus de la moitié des espéces de cette famille, concentrées principalement dans le Sud et

I'Ouest du pays.

Figure 2 : Localisation géographique des Primulaceae (Stevens 2012).

1.2.3. Description botanique de la famille Primulaceae

Les Primulaceae sont une famille de plantes herbacées annuelles ou vivaces, des régions froides
ou tempérées, rarement suffrutescentes. La plupart des espéces vivaces posseédent des rhizomes
sympodiaux, comme Primula, ou des tubercules comme Cyclamen. Hottonia est un genre de

plantes aquatiques racinées.

#+ Les feuilles sont alternes, ou opposées chez les Lysimaques et les Mourons rouges et

bleus ; chez ces derniers, les fruits sont des pyxides.
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=+ La corolle est gamopétale et, sur 10 étamines, 5 sont fertiles, celles superposées aux
pétales. Les 5 autres sont stériles et réduites a de petites lames (staminodes) ou
totalement absentes.

% L'ovaire et les ovules : I’ovaire est généralement supere, est uniloculaire alors que les
ovules sont situés au centre sur un mamelon situé dans le prolongement du pédicelle
floral, la placentation, dite centrale, résulte de la non-différenciation des septums.

= Le fruit est une capsule qui s'ouvre par des dents chez les Primulacées herbacées ou un
fruit charnu chez les espéces ligneuses tropicales (Dupont et Guignard, 2015).

=+ Les fleurs sont solitaires et axillaires comme chez Anagallis, ou groupées en panicules,
en racémes ou en ombelles souvent terminaux. Dans la plupart des cas, les fleurs, sont
hermaphrodites, pentameres et actinomorphes. Chez Coris, elles tendent vers la
zygomorphie. L'hétérostylie est fréquente, et se rencontre notamment chez les Primula.

« La pollinisation est assurée par les insectes butineurs : les graines sont disséminées

par le vent lorsqu’elles sont fines, mais aussi parfois par les fourmis (Cyclamen).

Figure 3 : Les différentes parties de Lysimachia foemina (Primulaceae) [1]
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1.2.4. Utilisations traditionnelles des Primulaceae

Certains genres de Primulaceae (Ardisia ou Cyclamen) sont cultives comme plantes
ornementales. Le feuillage persistant de certaines espéces d’Ardisia est apprécié au Japon ou

de nombreux cultivars ont été mis au point (Kobayashi et de Mejia, 2005).

Certaines especes de Primulaceae sont comestibles (baies de Ardisia elliptica Thunb. ou A.

(Chinoise, indienne et africaine), par exemple :

X Embelia ribes et E.drupacea sont trés repandues dans toute 1’Inde ; elles sont connues
dans la médecine ayurvédique sous les noms de « Vidanga » et « Ambat » respectivement. Le
fruit de Vidanga est la partie la plus utilisée pour des propriétés vermifuge, carminative,
stomachiques, anti-diarrhéiques et anthelminthiques (Prashanth et al., 2001) et
hypoglycémiante, il est utilisé aussi pour ses propriétés contraceptives (Chaudhury et al.,
2001; Kumara Swamy et al., 2007). Pour Ambat, plusieurs parties sont exploitées : les fruits
comme laxatif et antiseptique ; I’écorce comme antihelminthique et les racines pour les maux
dentaires.

X Embelia concinna est une espéce endémique de Madagascar connue sous les noms de
Tanterakala, Takasina, Kasiana, ou encore Sirahazo, possede des propriétés anthelminthiques,
ténifuges et antihémorragiques traditionnellement utilisée par les populations malgaches (Heitz
et Billet, 1973).

X Embelia schimperi Vatke est une plante traditionnellement employée par les Massai de
Tanzanie et du Kenya (Boegh et al., 1996) comme traitement antimicrobien et comme
I’anthelminthique le plus puissant en particulier contre le teenia. Les activités biologiques de
cette plante, confirmées par de nombreuses études, ont été recensées par Machocho et al.
(Machocho et al., 2003).

X Embelia guineensis Baker ou E. rowlandii Gilg, partager les mémes applications et
sont des succédanées d’E. schimperi dans de nombreuses pharmacopées traditionnelles
(Burkill, 1994). Les racines d’E. barbeyana sont utilisées a Madagascar comme vermifuge.
X Ardisia pusilla est une plante médicinale chinoise appelée « Jiu-Jie-Long » et utilisée
pour le traitement de différents cancer (Lou et al., 2012). Une étude a confirmé cette propriété
sur des cellules cancéreuses du carcinome mucoépidermoide (Xu et al., 2013).

X La décoction bouillie des racines Ardisia crispa connue chez les communautes malaises

sous le nom « hen’s eyes », est utilisée pour le traitement des maux auriculaires, la toux, la
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fievre, la diarrhée, les douleurs de la gorge et le thoraxe et la dysménorrhée chez les femmes
(Hamsin et al., 2013).

X Les parties aériennes d’Ardisia kivuensis sont utilisées contre les maladies vénériennes
(Ndonsta, 2011).

<> Myrsine africana qui est largement distribuée en Afrique orientale et centrale mais aussi
en Himalaya et en Chine. Cette plante est utilisee en médecine traditionnelle chinoise contre le
rhumatisme, la tuberculose pulmonaire, les douleurs dentaires et pour soulager les hémorragies
(Azam et al., 2011). Elle est aussi utilisée dans le district Loitoktok, au Kenya, pour le
traitement de la constipation, la gonorrhée et comme anthelminthique (Gathuma et al., 2004;
Muthee, 2011).

X Myrsine seguinii entre dans la composition d’une préparation en médecine
traditionnelle au Myanmar, en Birmanie, pour le traitement de maladies infectieuses et
inflammatoires (Yang, 2014).

<> Primula vulgaris en dehors de son aspect décoratif, elle peut étre utilisée comme plante
médicinale. Les fleurs, sont utilisées dans des mélanges pectoraux, cependant la plante et
particulierement la racine ont des propriétés analgésiques, antispasmodiques, diurétiques,
pectorales et expectorantes. Ses vertus contre les rhumatismes et les spasmes expliquent qu'elle
a recu autre fois le nom d'Herbe de la paralysie.

X Plusieurs especes du genre Cyclamen ont été utilisées pour le traitement de maladies

inflammatoires, rhumatismales et arthriqgues (Mohammad et al., 2018).
1.2.5. Etudes chimiques antérieures

Au vu de leurs utilisations en médecines traditionnelles, plusieurs équipes de recherche se sont
intéressees aux plantes de cette famille a la recherche de molécules actives biologiquement.
L’ensemble des composés isolés et identifiés a partir de la famille des Primulaceae est tres
hétérogéne. Ainsi, les métabolites secondaires les plus rencontrés sont des : saponines
triterpéniques, stérols, flavonoides, dérivés benzoquinoiques, acides benzoiques, lignanes et

dérivés et lactones et dérivés ... ect, dont nous allons donner quelques exemples de structures.

La composition chimique des espéces de la famille Primulaceae est trés diversifiée. Les pages
qui suivent en sont I’illustration, avec une mention particuliére pour les saponines triterpéniques

en raison de leur prédominance.

8|Page



1€ partie : Recherche bibliographigue Chapitre |

1.2.5.1. Les saponines
. Quatorze ardisicrénosides, notés de A a N, ont été isolées a partir des racines d’Ardisia

Crenata (Jia et al., 1994a; Jia et al., 1994b; Jia, 1994c; Liu 201la; Liu, 2011b).
L’ardisicrénoside A a aussi été trouvée dans A. punctata (Ma et al., 2012) et A.japonica (Chang

et al., 2007); I’ardisicrénoside B a été identifié a partir d’autres genres :

Labisia pumilla (dans les racines, les tiges et les feuilles), et Lysimachia (dans les parties

souterraines de plusieurs espéces) (Podolak, 2013a).

0 0

HOW
O t&/o
0, 0 HO
HO
OHHﬁﬁJ

Ardisicrénoside A Ardisicrénoside B

. Cing saponines triterpéniques Ardisipulloside 1 a VV (Wang, 1996; Miao, 2000; Wang,
2000; Tang, 2009; Tian, 2009) ont €té isolées pour la premiére fois a partir de la plante entiere
d’A. pusilla. L’ardisipulloside I est considéré comme possédant un potentiel anticancéreux car
il a démontré une activité inhibitrice du facteur de croissance endothélial (VGEPR), induisant

I’apoptose cellulaire (Zhang, 2010).

/&/ % Ardisipulloside I
o Hm

HO OH
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. Onze monodesmosides (A & K) avec un pont 133-28 epoxy (ardisianosides A-G) ou
13B-28 carboxylate (ardisianosides H-J) ont été isolées a partir de plante entiere d’A. japonica.
Certaines de ces saponines ont démontré une activité puissante (de 0,92 a 4,46 mM)

antiproliférative contre les cellules Bel-7402 du cancer du foie (Li et al., 2012).

v

~JL

-
|
o o
OH o i
_OH < HO% -7 ~
~\—O Ny © wo
HO N =\ 0 = J HOA—: ’
HD"\CLH o [ o O, HO— 4O Ardisianoside A
e \ f P, e f
0Nl RO N

Ardisianoside H

OH /
HOOM g | O [HO= ¢ P
9N oMY,
OH H OH
. L’¢étude phytochimique portant sur les racines de Cyclamen africanum, a abouti a

I’isolement de cinq saponosides dont deux de nouvelles molécules « Afrocyclamin A» et

«Afrocyclamin B».
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QO Afrocyclamin B
HO 0
HO

OH

. Les Myrseguenosides D et E ont été isolées en plus de I’Ardisia crispa B et

I’ardisicrénoside A a partir de Myrsine seguinii (Matsunami et al., 2011).

m
HO (@]

-
-

. L’investigation phytochimique de 1’espece Myrsine pellucida (Lavaud et al., 1994) a
conduit a I’isolement et la caractérisation des deux ardisiacrispines A et B en plus de la

primulanine.
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L’étude en 1973, d’Embelia concinna Baker par Heitz et Billet a conduit a

I’identification de deux triterpenes pentacycliques: la primulagénine A et 1’embéliagénine
(Heitz et Billet, 1973).

OH
\ J/C}H
s /E

— -
[y L L
Ix ][/ o fr\ s
- H T e
HO 2< Embeliagénine HO /(\ Primulagénine A

L’investigation chimique menée sur I’espéce Primula macrophylla (Vigar Uddin et al.,
1993) a abouti a I’isolement de macrophyllicin.

.
HO
o o
HO&/ Macrophyllicin
OH

Une nouvelle saponoside a été isolé a partir de ’espéce Primula averis 11 s’agit de 22-
acétate-Priverosaponin B (Muller et al., 2006).
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1.2.5.2. Les phytostérols

. Le B-sitostérol a été purifi¢ a partir de 1’extrait méthanolique des feuilles et des tiges
d’Ardisia kivuensis (Ndonsta, 2011), alors quelle stigmastérol, fucostérol et I’a-spinastérolont

¢té isolés a partir de 1’extrait hydroéthanolique d’Aegicera corniculatum (Wang, 2014).

p-Sitostérol Fucostérol a-Spinastérol
1.2.5.3. Les flavonoides
. Les travaux effectués sur les feuilles de quatre especes du genre Primula (Primula

albenensis, P.auricula L., P.farinosa L. et P.halleri) ont permis d’isoler et identifier neuf
composés flavonoidiques : 3,5-dihydroxyflavone (1), flavone (2) (Weller et al., 1953), 5-
hydroxyflavone (primuletin) (3) (Geissman, 1962), 5,7-dihydroxyflavone (chrysin) (4)
(lindstedt, 1950) , 7,8-dihydroxyflavone (5) (Abubakar et al., 2012), 2'-hydroxyflavone (6)
(Bouillant et al., 1971), 4'-hydroxyflavone (7) (Ruiz et al., 1999), 2',5'-dihydroxyflavone (8)
(Wollenweber et al., 1988b), 5,8-dihydroxyflavone (primetin) (9) (Tokalov et al., 2004).
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Ry Ry Ry Ry Rs Rg R; Ry
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6 H OH H H H H H H

7 H H H OHH H H H

8 H OH H H OH H H H

9 H H H H H OH H OH
. Plusieurs espéces du genre Primula, ont révélés la présence de plusieurs flavonoides
dont la kaempférol (10) quercitrine (11), et leurs dérivés glycosylés.
. Les flavanols nommés kaempférol (10) la quercitrine (11), I’afzéline (12), la taxifoline

(13) et I’épicatéchine (14) ont été isolés a partir des feuilles d’Embelia ribes.
Alors que la myricétine (15) et la quercétine-3-O-4-D-glucopyranoside (16) ont été trouvé dans

les fruits d’A.colorata.

Ry Ry R3 "
10 H H H wo I oH
11 H OH H
12 RHa H H o
15 H OH OH I
16 Glc OH H 13 Taxifoline
OH
HO. 0] \\\\\
W OH
"o
OH (0]

14  Epi-cathéchine
1.2.5.4. Les dérivés benzoquinoiques

Les benzoquinones constituent un trait caractéristique de la famille des Primulaceae. Parmi les
plus fréquemment rencontrées, citons 1’embéline, la rapanone et la vilangine que I’on retrouve
quasi systematiquement dans les genres Ardisia, Myrsine, Aegiceras, Parathesis et Embelia.
Ces composés sont présents dans les feuilles, I’écorce, mais surtout dans les fruits et le bois des

Primulaceae.
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Les benzoguinones sont des composeés anti-appétants, antimicrobiens, acaricides, insecticides
et nématicides et sont souvent les principes actifs des Primulaceae qui présentent ce type
d’activités. L’embéline est souvent considérée comme le principe actif des especes

anthelminthique (Ogweno Midiwo et al., 2002).

Q 8] o] 0
M on HO o M om OH
I8 Sens 84
HOTTYTNTNTNTNTS (CHang “OH HO” (CHa” HO' (CHan™
Q 0 ] 0

Embéline Vilangine Rapanone, n=12

Homorapanone, n=14

L DAc o
o}
HO
,L j ﬁ j‘w Ao A
A (CHy ) SO e Jiﬂ/[ Ay o”
on HO (CHoly " o
Ardisianone, n=13 0
Ardisianol Ardisiaquinone
Cornudentatone, n=11
. Certains genres de la famille des Primulaceae peuvent également renfermer des alkyl-

résorcinols ou des alkenyl-résorcinols qui sont probablement des précurseurs des

benzoquinones (Hegnauer, 1990; Kozubek et Tyman, 1999).

OH
OH
Tl .
S gt
HO R {CHE}?’;ME:“’) 25 HO~ T R/’H"mf‘ﬂxﬁ"ﬁ“v"#__\,ﬁ'%'/
Alkenylresorcinol Ardisine
. Les dérivés quinoiques Parathesiquinones A et B ont été isolées a partir de I’extrait

chloroformique des branches de Parathesis amplifolia (Solis, 2006).

A Ry =Ry=CyHy
B R;=Ry=C¢Hjg

. L’étude phytochimique des fruits de Myrsine africana a révélé la présence des derivés

benzoquinones telles que la méthylvilangine et la méthylanhydrovilangine.
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Méthylvilangine Méthylanhydrovilangine

1.3. Présentation du genre Anagallis L

Le genre Anagallis L comprend des plantes herbacees vivaces a ou annuelles, avec environ 20
a 25 especes de plantes a fleurs de la famille des Primulaceae, communément appelées mouron.
Le nom botanique vient du mot grec anagelein : ana, "encore”, et gallein, "se délecter de", et
se référe a I'ouverture et a la fermeture des fleurs en réponse aux conditions environnementales.
Une autre origine possible serait avaysldo (éclater de rire), en raison de son utilisation ancienne

dans le traitement de I’hypochondrie.
1.3.1. Description botanique du genre Anagallis

D’apres Quezel et Santa les plantes du genre Anagallis sont des plantes gréles et glabres.
Les especes du genre Anagallis poussent comme plantes herbacées annuelles ou vivaces de 10-
30 cm. Les parties aériennes de la plante sont gréles et glabres (Quezel et Santa, 1963) ces

especes, forment des racines tracantes ou seulement des racines fibreuses.

+ Les tiges sont verticales ou ascendantes simples ou ramifiées.

+ Les feuilles sont opposés, rarement verticillées et parfois avec quelques feuilles alternes
a I'extrémité de la tige. lls sont généralement de forme ovale avec une base cordeée.

+ Lesfleurssontsolitaires a l'aisselle des feuilles, elles sont radialement symétriques avec
5 sépales.

+ La corolle se compose d'un tube court et de 5 lobes. Le tube peut étre si court que les
lobes semblent étre des pétales sépareés. lls sont généralement solitaires a l'aisselle des
feuilles, mais sont parfois sur de courtes pointes a la fin de la tige.

+ Les étamines sont en face des lobes de la corolle. Les filaments staminaux ont des poils
bien visibles.

+ L'ovaire est supérieur, globuleux et circumscissile prés du milieu.
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Figure 4 : Les différentes parties d’ Anagallis arvensis ssp arvensis (Primulaceae)
(Burnie, 2001).

1.3.2. Les espéces du genre Anagallis L

D’aprés Quezel et Santa (1963) , en Algérie, le genre Anagallis compte une dizaine d’espéces

qui sont :
1) A.arvensisL 2) A.monelli L.
3) ssp. latifolia (L.) Br.-Bl. et M 4) ssp. collina (Schousb.) M
5) ssp. parviflora (Hoffm. et Link) 6) ssp. linifolia (L.) M.
7) ssp. platyphylla (Bando) Batt. 8) A.repensPomel
9) ssp. phoenicea (Goué.In)Vollus 10) A.enella L.

1.3.3. Classification systématique
La classification botanique du genre Anagallis selon APGIII 2009 se présente comme suit :

Tableau 3 : Position taxonomique du Anagallis selon APGIII 20009.

Plantae Tracheobionta

Embranchement Spermatophyta
Sous-Embranchement ~ Angiospermae

Classe Magnolopsida
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Sous-classe Dilleniideae
Ordre Primulales
Famille Primulaceae
Genre Anagallis

1.3.4. Utilisations traditionnelles du genre Anagallis

Anagallis arvensis L est une espéce annuelle répandue dans le monde entier, utilisée pour traiter
les infections fongiques dans la médecine traditionnelle du nord-ouest Argentin (Rondina et
al., 2010), et aussi dans d'autres pays, comme I'Inde (Mitscher, 1975) ou la Palestine (Ali-
Shtayeh et al., 1998).

Les parties aériennes de cette espece sont utilisées pour préparer une pommade pour le
traitement des infections externes (Lopez et al., 2011). Les feuilles sont consommées crus par

I’homme et d'autres mammiféres, comme les moutons (Middleditch, 2012).

A.arvensis L traditionnellement employée également comme traitement de : I'arthrite (Burkill,
1985), le cancer, les infections des voies urinaires (Gruenwald et al., 2000), la dépression, la
tuberculose, la diphtérie (Masood et al., 2010), la goutte, la rage (Quattrocchi, 2012), la

gonorrhée et les maladies vénériennes (Moerman, 1998).
1.3.5. Etudes chimiques antérieures sur le genre Anagallis

Les etudes phytochimiques antérieures relatives aux plantes du genre Anagallis sont limitées et
concernent principalement sur 1’espéce arvensis L. Les metabolites secondaires les plus
rencontrés sont les : flavonoides (Harborne, 1968; Kawashty et al., 1998), triterpénes et

saponines triterpéniques (Gairola et al., 2010 ; Rastogi et Mehrotra, 1990; Saini, 2014).

» Les Anagallisin (A & C) ont été isolés en plus de 1’Anagallosaponin VIII (Des
glucoanagalloside A) a partir d’A. arvensis.
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11.1. Composés phenoliques

11.1.1. Définition

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présente dans le
régne végétal. L’¢lément structural de base qui les caractérise est la présence d’au moins d’un
noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles libres ou
engagés dans une autre fonction chimique (éther, ester ou encore hétéroside) (Bruneton, 2009).

A T’heure actuelle, plus de 10000 composes naturels satisfaisant a ces critéres ont été isolés et
identifiés (Mompon et al., 1998). Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en
différentes familles : anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoides, tanins, quinones, acides
phénoliques, xanthones, stilbénes...etc (Hennebelle et al., 2004). Ces structures sont des
monomeres, des polymeéres ou des composés complexes dont la masse moléculaire peut
atteindre 9000 uma (Harbone, 1993). Ces metabolites secondaires sont synthétisés par les
plantes pendant leur développement, mais aussi comme réponse aux conditions de stress tels

que les infections, les blessures, les radiations UV... etc (Bruneton, 2009).
11.2. Flavonoides

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont des
métabolites secondaires ubiquistes des plantes. A I’heure actuelle recensée prés de 9000
représentants différents et leur nombre ne cesse d’accroitre. On estime que 2 % environ du
carbone organique photosynthétisé par les plantes, soit quelques 109 tonnes par an, est converti
en flavonoides. On les trouve fréquemment et avec une plus grande diversité structurale chez
les angiospermes. lls sont localises dans divers organes : feuilles, fleurs, fruits et racines
(Harborne, 1977).

Le terme "flavonoide" désigne une vaste gamme de composés naturels appartenant a la famille
des polyphénols. lls se caractérisent par un squelette a 15 atomes de carbone qui, a son niveau
le plus simple, consiste en deux cycles phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois
carbones (structure en C 6-C3-C6). lls ont une origine biosynthétique commune et possédent la

méme structure de base a savoir I’enchainement 2-phénylchromane (Figure 5).
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Figure 5 : Structures du 2-phényl chromane ou noyau flavane (a gauche) et du 2-phényl

chromone (a droite)

11.2.1. Classification des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre classés en plusicurs groupes selon le degré d’oxydation du cycle

pyranique C alors que les composés individuels au sein d’une classe se distinguent par les

substitutions des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes de flavonoides, existent : les

flavones, flavanols, flavanones, dihydroflavonols, flavan-3-ols, flavane-3,4-diols, chalcones,

aurones, anthocyanes et isoflavones.

Flavone
Flavanone

Chalcone

OH

Dihvdrochalcone

O

O
0 c
| | -«
/ Flavonoides

Isoflavone

Flavonol

Flavan-3 ol
Fla\-—.‘i 4 diol

- IJ/U

37 OH
v

Dihydroflavonol

CH—

Aurone

OH

Anthoeyanidine

Figure 6 : Principaux types de flavonoides

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3', 4' et/ou 5'. Un ou plusieurs de

ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou sulfates. Dans les

plantes, les flavonoides peuvent étre présents sous les deux formes, C- ou O-glycosylés. La
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forme O-glycoside est la plus fréquente et s’effectue par la liaison entre un hydroxyle du
squelette flavonique et un hydroxyle du sucre (glucose, rhamnose, galactose, arabinose... etc).
Pour ce qui est de la forme C-glycoside, la liaison se fait directement avec un carbone de la

génine, généralement en C-6 ou C-8 (De Rijke, 2006).
11.2.2. La biosynthese des flavonoides

Au plan biosynthétique, les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune, ils
résultent de la condensation de 3 unités de malonyl-CoA en formant le noyau A, et d'un acide
cinnamique activé qui sera a I'origine du noyau B et de la chaine propanique. Cette condensation
est catalysée par la chalcone synthétase (CHS), enzyme-clé dans la formation des flavonoides,
qui conduit a un précurseur appelé la chalcone (Figure 7).

=
A cr ®
l@j r/&-%/é o o
)rl 4-coumarai- C‘oAS\\]/)E Con(lensatiOP - Aldolisation
HO. . CoA ligase i F-malonyl-CoA
Q
) o 0
Acide cinnamique
(@] OH
H Deéshydratation
Chalcone-synthase
Chalcone

Figure 7 : Biogénése de la chalcone.

La chalcone se transforme en 2S-flavanone (la naringénine), par une réaction stéréospécifique
catalysée par I’enzyme chalconeisomérase (CHI). La naringénine va étre ensuite métabolisée
par une série d’enzymes pour former les différentes classes de flavonoides (Figure 8) (Winkel-

Shirley, 2001).
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Figure 8 : Schéma récapitulatif de biogénese des différentes classes de flavonoides.

11.2.3. Propriétés des flavonoides

Les flavonoides forment le groupe le plus répandu de métabolites secondaires, ils suscitent un
intérét thérapeutique croissant. Le potentiel pharmacologique de ces composeés est tres
diversifi¢, suggérant qu’ils sont capables d’exercer une multitude d’activités biologiques,
notamment des propriétés antioxydantes, vasculo-protectrices, anti-allergiques, anti-
inflammatoires, anti-bactériennes et méme anticancéreuse, mais une importance particuliére a
été accordée aux propriétés antioxydantes sans négliger leurs propriétés pro-oxydantes
(Grotewold, 2007)

11.2.4. Propriétés anti-radicalaires

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux flavoxyles
moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation d'un atome
d'’hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle (Figure 9). Cette réaction de piégeage
donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle (FLOe¢). Ce dernier va subir un
changement de structure par résonance ; redistribution des électrons impaires sur le noyau
aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport aux Re. En outre les

radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des composés non réactifs.

23|Page



1€ partie : Recherche bibliographigue Chapitre 11

FLOH  + R —= FLO + RH
FLO® + R @ — FLO-R

FLO® + FLO® —=  FLO-OFL

OH o 9]
OH R RH oy K RH ﬁ O

Figure 9 : Piégeage des espéces réactives dérivées de 1’oxygene (Re) par les flavonoides et
formation d'une structure stable (Tigwari, 2001).
La propriété anti-radicalaire des flavonoides est étroitement liée a leur structure, en particulier
au phénomene de résonance électronique stabilisant exercé par les noyaux aromatiques, cette

activité nécessite :

- la structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (3',4' dihydroxy structure), cette
structure est importante pour l'activité anti-radicalaire des flavonoides possédant un
hétérocycle saturé ;

- la double liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo qui est responsable de la
délocalisation des électrons, en améliorant ainsi la capacité anti-radicalaire ;

- les groupements hydroxyles libres en C3 et C5 (Amic¢ et al., 2003).

A titre d'exemple ; la quercétine et la myricétine répondent a tous ces critéres nécessaires pour
avoir une activité antiradicalaire efficace et importante (Middleton et al., 2000).

Figure 10 : Critéres structuraux essentiels pour une bonne activité antiradicalaire des
flavonoides (Ami¢ et al., 2003).
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11.2.5. Propriétés chélatrices des ions métalliques

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus biochimiques et
physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme d'action n'est pas
bien controlé ces mémes ions peuvent étre a l'origine d'une peroxydation lipidique, un stress
oxydatif, ou une blessure des tissus, a titre d'exemple Cu2+ est un stimulateur de la
peroxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL=low-densitylipoprotein) (Tigwari,
2001).

Gréace a leur structure chimique spécifique, les flavonoides peuvent facilement chélater les ions
métalliques en créant des composés complexes inactifs (MaleSev et Kunti¢, 2007).La chélation
des ions métalliques nécessite trois sites principaux (Figure 11) :

- site situé entre le groupe 3'-OH et le groupe 4'-OH du cycle B ;
- site situé entre le groupe 3-OH et 4-C=0 de I’hétérocycle C ;
- site situé entre le groupe 5-OH du cycle A et le groupe 4-C=0 de I’hétérocycle C.

-Me"*

OH-"

OH

Figure 11 : Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques (Men™)
(Tigwari, 2001).

Les flavonoides peuvent également inhiber certains enzymes de type oxydases et enzymes
pro-oxydantes notamment la NADPH oxydase enzyme clé du stress oxydatif (Mladinka et
al., 2010).

11.2.6. Propriétés anti-inflammatoire

Plusieurs études ont revelé des activités des flavonoides contre les processus inflammatoires en
inhibant les enzymes de synthese : la cyclo-oxygénase et la li-oxygénase médiateurs de

I’inflammation (Middleton, 1996). De plus ces biomolécules peuvent provoquer 1’inhibition
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de la peroxydation non-enzymatique des acides gras polyinsaturés nécessaires pour 1’activation

de ces oxygénases en induisant un effet anti-inflammatoire (Song et al., 1993).

Les flavonoides peuvent étre de bons inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes Bet T. Une
étude réalisée par Namoong et all (Namgoong, 1994) a montré que I’apigénine, la lutéoline, la
7,3°,4’ hydroxy flavone, le kaempférol, la quercétine et la myricétine sont susceptibles
d’inhiber la prolifération des lymphocytes T. De plus la myricétine est active sur les
lymphocytes B. Ceci peut étre expliqué par le pouvoir de ces flavonoides a inhiber ’activité de

la protéine Kinase C et ou la protéine tyrosine kinase.
11.2.7. Propriétés anticancéreuses

D’apres Brusselmans (2005), les flavonoides : lutéoline, quercétine, kaempférol, apigénine,
taxifoline inhibent d'une fagon marquée la lipogenese des cellules cancéreuses. D’autres
flavonoides sont plutdt capables d'induire l'apoptose. En effet certains flavanols
(épigallocatéchine-3-gallate) présentent des effets cytotoxiques sur les cellules cancéreuses de
prostate. Ces effets sont correlés avec leur capacité a inhiber les enzymes clés lipogéniques FAS
(FattyAcidSynthase) (Brusselmanset al., 2005).

D’autres travaux réalisés par Caltagirone et al. en (2000) ont montré que l'apigénine et la

quercétine ont la capacité d’inhiber la phase de métastase.

L'activité anticancéreuse des flavonoides est aussi assurée par l'intervention de plusieurs
mécanismes : piégeage des radicaux libres, inhibition du métabolisme d'acide arachidonique,
formation d'un complexe inactif avec le carcinogene (Hertog, 1996), prévention de I'activation
des métabolites carcinogenes, inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses, arrét du
cycle cellulaire des cellules cancéreuses, induction de l'apoptose, inhibition des processus

d'angiogénese.

Les flavonoides sont également connus pour leurs diverses activités : antiallergique (Kawai et
al., 2007), anti-ulcérogéne (Villar et al., 1984), antibactérienne, antifongique et antivirale
(Orhan et al., 2010; Kaul et al., 1985), anti-tumorale et anti-VIH (Wang et al., 1998).
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11.3. Saponosides

11.3.1. Généralités

Les saponines constituent un vaste groupe d’hétérosides trés fréquents chez les végétaux. Ils
sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives car ils se dissolvent dans I’eau en formant
des solutions moussantes (Bruneton, 2009).C’est cette propriété qui est utilisée comme test
officiel pour estimer leur pourcentage selon la méthode de la Pharmacopée francaise
(détermination de I’indice de mousse). Ce sont des hétérosides de poids moléculaire éleve, qui
se composent d’une partie lipophile I’aglycone (ou génine) et d’une partie hydrophile osidique.
Cette combinaison d’¢éléments structuraux polaires et non polaires en leurs molécules explique
leur comportement moussant en solution aqueuse. Ils sont principalement produits par les

plantes mais aussi par les organismes marins (Avilov et al., 1997).
11.3.2. Classification structurale

Structuralement, les saponines peuvent étre classés en deux groupes selon la nature de la génine
les saponines a génines triterpéniques, de loin les plus nombreux existant chez les
angiospermes dicotylédones et chez certains animaux marins et celles a génines stéroidiques,

presque exclusivement présentes chez les angiospermes monocotylédones (Bruneton, 2009).

11.3.2.1. Partie aglycone

» Saponosides a génines stéroidiques
Ils sont presque exclusivement présents chez les angiospermes monocotylédones et possedent
un squelette de 27 atomes de carbone qui comporte habituellement six cycles. Ce sont des
dérivés du noyau furostane et spirostane (Figure 12). Ces saponosides ont généralement un

hydroxyle en position 3. Ce dernier est le plus souvent substitué par une chaine osidique.

Furostane Spirostane

Figure 12 : Structures des squelettes stéroidiques
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» Saponosides a génines triterpéniques

IIs sont les plus répandus et possedent des squelettes pentacycliques dont les plus communs

sont les squelettes oléanane, ursane et lupane ainsi que le squelette tétracyclique dammarane
(Figure 13) (Bruneton, 1999 ; Hostettmann et al., 1995).

Friedelane

30

ZQJZO

“,

Lupane

hopane

ursane

Figure 13 : Structures des squelettes triterpéniques.

11.3.2.2. Partie osidique

Le D-glucose, le D-galactose, le D-xylose, le D-fucose, le D-apiose, le L-arabinose et le L-

rhamnose sont les oses les plus fréquemment rencontrés dans la structure des saponosides. La

N-acétyle-Dglucosamine, 1’acide D-glucuronique, le D-quinovose et le D-apiose sont plus

rarement rencontrés (Tableau 4).

Tableau 4 : structure des oses liés aux saponines.
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111.1.2.3. Les acides organiques:

La partie osidique de certains saponosides ainsi que les fonctions hydroxyles libres des génines

peuvent étre substituées par des acides aromatiques ou aliphatiques (Hostettmann et al., 1995).

Ceux qui sont le plus fréquemment rencontrés sont les suivants :

COOH

Ry

H - /CH-_.,
Dt

HaC COOH

Acide angélique

Acide benzoigque
Acide salicyhque

Acide N-méthylanthranilique

Acide cinnamigue

COoH . .
Acide p-coumarique

Acide 4-méthoxyeinnamique
Acide 3. 4-diméthoxycinnamigue
Acide 3.4, 3-niméthoxycinnamigue

Acide feruligue

e
HO—C
%0

Acide acétigue

OH
NH Me

OH
OCH.
OCH.
OCH.

OH  OCH,

CH,

CH,CH.-CH-COOH

Acide isobutyrigue

Figure 14 : les différents acides organiques rencontrés dans les saponosides.

11.3.3. Propriétés biologiques des saponosides

Des travaux des scientifiques sur les saponines, il ressort que cette classe de molécules possede

des propriétes biologiques et pharmacologiques diverses. On peut citer entre autre des activités

molluscicide, anti-inflammatoire, antifongique, antimicrobienne, antiparasitaire, cytotoxique,

antitumorale, immunostimulante et immunomodulatrice (Lacaille-Dubois et Wagner, 1996 et

2000; Lacaille-Dubois, 2005; Hostettmann et Marston, 1995). Depuis quelques années, des

recherches sur des saponines mentionnent également des activités anti-apoptotiques sur
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différents types de cellules telles que: Jurkat (lymphocytes T humains leucémiques),
teratocarcinome F9, hépatocytes humains, SK-HEP-1, macrophages des tissus périphériques
(Leeetal., 1996; Park et al., 1997; Yui et al., 2001; Gaidi et al., 2002).

» Effets des saponosides sur les membranes

De nombreux saponosides présentent un pouvoir hémolytique marqué (Kaku et al., 1975;
Strobbe et al., 1976; Voutquenne, 1997). Cette propriété est principalement liée a 1’interaction
des aglycones avec les stérols de la membrane, suivie par une agrégation des groupements
oligosaccharidiques induisant un réarrangement de la bicouche lipidique et la formation de
pores membranaires (Figure 15) (Melzig et al.,2001). Ceci provoque une fuite des électrolytes
et des métabolites et une augmentation de la perméabilité des membranes. Cette propriété est
liée a la structure et a la concentration des composés testés. Cependant, il existe des saponosides

possédant un faible pouvoir hémolytique voire aucune activité.

Saponines

Figure 15: Représentation du réarrangement supposé des constituants membranaires.

La chaine osidique des saponosides étant située vers ’intérieur du port et la partie génine

associée avec le cholestérol membranaire (Melzig et al., 2001).

» Activité Molluscicide
Depuis quelques années cette activité retient 1’attention de plusieurs chercheurs vus son
importance dans le domaine de I’agriculture. Les saponines triterpénoides a squelette
hédéragénine isolées de Sapindus mukorossi Gaertn (Sapindaceae) ont des effets molluscicides
contre l'escargot du pommier (Pomacea canaliculata) qui est devenu l'un des principaux

parasites du riz et d'autres récoltes aquatiques (Huang et al., 2003).

» Activité cytotoxique et antitumorale

Plusieurs saponines triterpéniques et steroidiques exercent des activités cytotoxiques avec des

valeurs d'IC50 variant entre 1ng/mL a 20 pg/mL selon la nature de la saponine, de la partie
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osidique et des lignées cellulaires utilisées. L'apoptose ou suicide cellulaire programmé semble
étre le mecanisme par lequel la majorité des saponines entrainent la mort des cellules

cancéreuses.

De tres bonnes revues de littérature ont montré que I'apoptose cellulaire est enclenchée par
I'action des saponines sur la membrane mitochondriale induisant I'expression de facteurs pro-
apoptotiques (Haridas et al, 2001; Lee et al, 2005; Zhu et al, 2005).

A titre d’exemple :

Le - 3B,16p,17a-trihydroxycholest-5-en-22-one16-O-[(2-O-(4-méthoxybenzoyl)-p-D-

xylopyranosyl)-(1—3)-2- O-acétyl-a-Larabinopyranoside] (OSW-1) (Figure 16), un
cholestaneacétylé isolé de Ornithogalum saundersiae, est I'une des saponines stéroidiques les
plus cytotoxiques connues jusqu'a ce jour Son ICso inférieure a 1 nM en fait un agent
anticancéreux environ 10 a 100 fois plus puissant que ceux actuellement utilisés en phase

clinique comme le taxol.

Figure 16 : la structure d’OSW-1.

La saponine stéroidique, la dioscine, isolée d'un grand nombre de légumes et plantes de la
médecine traditionnelle orientale exerce une activité antitumorale ainsi qu’un vaste spectre

d'activités biologiques (antivirale, antifongique et anti-inflammatoire).
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Figure 17 : la structure de la dioscine

> Activité immunomodulatrice

Actuellement, de nombreux nouveaux vaccins sont en cours de développement parallelement a
I’amélioration des vaccins déja existants en vue de diminuer le nombre d’injections ainsi que
les doses injectées. Il est donc nécessaire d’effectuer des recherches en vue de découvrir de
nouvelles molécules qui auront un pouvoir immunostimulant plus important que leurs
prédécesseurs. Parmi ces nouvelles molécules, les saponosides semblent étre promis a un bel
avenir. Nous citerons ici un rappel bibliographique sur les saponosides immunostimulants

découverts (Lacaille-Dubois, 1999).

> Activité anti-inflammatoire

Il existe un certain nombre de rapports de saponines ayant des propriétés anti-inflammatoires.
De nombreuses saponines isolées a partir de sources végétales produisent une inhibition de

l'inflammation dans le test d'ccdéme induit par la carraghénine chez la souris (Sparg et al.,

2004).

Dans une étude de Just et al. (1998), Frutice saponine B, une saponine bidesmosidique avec
une fraction saccharidique non ramifiée isolée de Bupleurum fruticescens L (Apiaceae), s'est
avérée avoir l'activité anti-inflammatoire la plus élevée de toutes les saponines testées dans les
tests d'cedéme de souris. Just et al. (1998) ont suggeéré que l'activité anti-inflammatoire des

saponines isolées de Bupleurum fruticescens est liée a la structure chimique des saponines.

Des études in vivo sur des saponines isolées de Bupleurum rotundifolium L. (Apiaceae) ont

montré une activité anti-inflammatoire contre I'eedéme de 1'oreille induit par le :
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12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA) (Navarro et al., 2001). Sur les sept saponines
testées, cing étaient assez actives dans la réduction de l'cedéme de I'oreille induit par le TPA.
Les saponines ont produit une réduction de l'cedéme dose-dépendante. Seules deux saponines
étaient actives dans la réduction de lI'inflammation cutanée chronique et ont également provoqué

une diminution paralléle de I'infiltration des neutrophiles.
» Autres activités

Les saponosides sont connus pour leur toxicité envers les animaux a sang froid tels que les
poissons. Quelques plantes a saponosides sont ainsi utilisées traditionnellement comme poison
de péche (Alabdul Magid, 2005).

Certains saponosides a squelette cycloartane comme [’oleifolioside A, oleifolioside B,
cyclocanthoside E et astragaloside II, isolés tous de 1’espece Astragalus oleifolius, sont trés

actifs contre la leishmaniose (Ozipek et al., 2005).

Un bon nombre de saponosides assurent la défense des végétaux contre 1’attaque microbienne,
il a été démontré que les trois saponines isolées de Hedera helix L. (Araliaceae), I’hédérine
(alpha et beta) et hédéracolchiside A1, possedent une activité antileishmaniale (Delmas, 2000).
Les résultats ont montré que ces saponines présentent une forte action antiproliférative dans

toutes les étapes de développement du parasite Leishmania infantum (Delmas, 2000).
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111.1. Généralités

L’oxygeéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées
activées (EOA). Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisque, vers le milieu des années
50, Gerschman et Hartman avaient déja évoqué la toxicité de 1’oxygene et la « free radical
theory » pour expliquer le processus de vieillissement. En 1969, les Américains McCord et
Fridovich isolent a partir de globules rouges humains, un systéme enzymatique antioxydant, le
Superoxyde dismutase (SOD), capable d’éliminer 1’anion superoxyde, démontrant ainsi pour la
premiere fois, que notre organisme produit des EOA. Cette découverte sera le point de départ,
dans le monde entier, de nombreuses recherches sur le stress oxydant et les antioxydants
(Haleng et al., 2007).

I11.2. Stress Oxydant

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un
nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contréle plus la présence excessive de radicaux oxygéneés toxiques, situation que les chercheurs

impliquent dans la plupart des maladies humaines.

Le stress oxydatif correspond a une perturbation de 1’état oxydant intracellulaire, induite soit
par une production excessive de molécules particulierement nocives qui viennent de I'oxygene
gue nous respirons pour vivre que I'on appelle les radicaux libres, soit par diminution de la
capacité de défenses antioxydantes de 1’organisme (Sorg, 2004). Ce déséquilibre peut avoir
plusieurs origines, citons la surproduction endogéne d’agents prooxydants d’origine
inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition
environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma,
rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Pincemail et al., 2002 ;
Sorg, 2004 ; Keechlin- Ramonatxo, 2006). Pour rapparier les électrons célibataires, les EOR

attaquent toutes molécules susceptibles de donner un électron.

Les protéines les lipides, I’acide désoxyribonucléique et I’ADN sont les cibles biologiques les
plus vulnérables a cette agression, ceci a pour conséquence 1’apparition de dégats cellulaires et

tissulaires souvent irréversibles. (Valko et al., 2006).
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111.3. Origine des radicaux libres

Par sa configuration électronique, I’oxygene moléculaire est un radical libre. Il posséde en effet
deux électrons non appariés. Heureusement, un blocage cinétique limite sa réactivité : les spins
de ces deux électrons célibataires sont paralleles lui attribuant une stabilité relativement grande
(Asmus et Bonifacic, 2000). Cependant, dans I’organisme une partie de cet oxygene
moléculaire peut capter de maniere univalente et séquentielle un électron conduisant alors la
formation du chef de file des espéces oxygénées réactives : I’anion superoxyde (O2+1le—02~
). C’est ainsi que dans la mitochondrie, a I’état physiologique, il existe lors du transport
¢lectronique le long de la chaine respiratoire, une fuite d’électrons au niveau du complexe I et
III, a lorigine de la production de I’O>~. La poussée respiratoire des polynucléaires
neutrophiles (respiratory burst) et les oxydases (xanthine oxydase, NO synthase, eicosanoides)

constituent également des sources cellulaires de la production d’anion superoxyde (Ji, 2001).

Ce radical superoxyde va alors conduire au cours de véritable chaine d’oxydoréductions a la
formation de nombreuses espéces tres réactives (Figure 18). Les EOR regroupent non
seulement des radicaux libres telles que 1’anion superoxyde (O27) ou le radical hydroxyle (OH")
mais également des dérivés non radicalaires telles que le peroxyde d’hydrogéne (H202) ou les

hydroperoxydes (ROOH) (Haliwell et Gutteridge, 1989).

NO ONOO- ——— ONOOH —— NO;-

OH® K
HO,© NO5-
e
\ 020' Fe
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e = E
020- T H202 +’ OH®° +’ Hzo
020_4 SOD 020_4
H,O, OH®° RO2;°—» ROOH
Cli {MPO 020_%
HOCI RO®°

Figure 18 : Formation en cascade des différentes espéces oxygénées réactives a partir du
radical superoxyde.
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111.4. Implications pathologiques des EOR

Les radicaux libres provoquent des altérations de 1’homéostasie cellulaire de 1’organisme en
raison de leur réactivité trés élevée avec divers substrats biologiques. 1l faut souligner que le
stress oxydant est le facteur principal et originel déclenchant de nombreuses pathologies. C’est
le cas des cancers et des maladies neurodégénératives (ataxies, sclérose latérale, maladie
d’Alzheimer) (tableau 5). Dans de nombreuses autres maladies, le stress oxydant est secondaire
a I’établissement de la pathologie, mais participe a ses complications immunitaires ou
vasculaires. C’est le cas de maladies infectieuses comme le sida ou le choc septique, le diabéte,
la maladie de Parkinson ou I’insuffisance rénale (Favier, 2003 ; 2006). Le role du stress
oxydant a également été évoqué méme dans des processus physiologiques tel que le
vieillissement (Martinez-Cayuela, 1995; Lehucher-Michel et al., 2001; Sorg, 2004; Valko
et al., 2007).

Tableau (5) : Les principales affections liées a la production des EOR.

Pathologies Références

Lésions de reperfusion post- (Zweier et al., 2006)
ischémique

Maladies auto-immunes (Halliwel et al., 1990)
Arthrite rhumatoide (Ahsan et al., 2003)
Maladies inflammatoires (Densiov et al., 2005)
Athérosclérose (Harrison et al., 2003)

Maladies d’Alzheimer, de parkinson  (Sorg, 2004)

Emphyséme (Lehucher Michel et al., 2001)
Diabéte sucré (Pal Yu, 1994)

Certains cancers (Valko et al., 2007)

Anémie drépanocytaire (Martinez-Cayuela, 1995)

I11.5. Mécanismes de défense contre le stress oxydant

Un stress oxydatif peut provoquer un excés des EOR dans le corps humain. Le systéme de
défense antioxydant joue un role trés important pour le maintien d’un niveau non cytotoxique
des radicaux libres. La relation entre le systeme de défense antioxydant et la gestion du stress

est un enjeu intense qui a attiré I’attention des chercheurs. Comme il a déja ét¢ mentionné,
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I’antioxydant peut retarder ou empécher 1’oxydation d’autres substances chimiques oxydables.
Cette définition fonctionnelle s’applique & un grand nombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi des molécules antiradicalaires «
scavengers », qui piegent les radicaux libres (vitamines antioxydantes A, C, E), thiols et
Rcaroténe) (Cano et al., 2007).
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Figure 19 : Régulation de la production des espéces oxygéenées activées (EOA) par des
systemes antioxydantsde défenses primaire et secondaire. SOD : superoxyde-dismutase ; Se -
GPx : glutathion-peroxydaseséléno-dependante ; GSH : glutathion.

La nature des systemes antioxydants se differe selon les tissus et les types cellulaires,
I’environnement intracellulaire et les facteurs extérieurs. Les défenses antioxydantes de notre
organisme se répartissent en systemes enzymatiques et systemes non enzymatiques (Goudable

etal., 1997).

111.5.1. Systémes antioxydants enzymatiques endogene

Les antioxydants enzymatiques (la Superoxyde Dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase
et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiére ligne de défense de notre
organisme contre les EOR (Garait, 2006).
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» Superoxyde dismutase (SOD) : sont une classe d'enzymes apparentées qui catalysent

la dismutation des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogene et en oxygeéne moléculaire.

» Glutathion peroxydase (GPx) : détoxifie le peroxyde d’hydrogéne et d’autres
hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec

I’oxydation d’un substrat réducteur (Delattre et al., 2005).

Dans la cellule, on la trouve essentiellement dans le cytosol et les mitochondries. C’est
une des défenses antioxydantes les plus importantes de I’organisme (Ichai et al., 2011).
Contenant un heme, localisé essentiellement dans les peroxysomes. La catalase est liée au

NADPH qui la protége et améliore son activité (Ichai et al., 2011).

» Les thiorédoxines : Les thiorédoxines sont des enzymes qui réduisent les ponts
disulfures. Une fois oxydées a leur tour, elles sont régénérées par la thiorédoxine réductase.
Elles peuvent étre inhibées par la thioredoxin-interacting protein (Txnip). Cette derniére peut
étre activée en cas d’hyperglycémie par exemple : une cascade signalétique impliquant la p38
MAP kinase induit I’expression de Txnip, qui inhibe alors l’activit¢ de la thiorédoxine.

L’équilibre redox est rompu et on voit apparaitre un stress oxydant.

Ces enzymes sont le principal systéme de protection car elles détruisent non seulement H202,
mais aussi les peroxydes organiques toxiques formés par 1’oxydation des acides gras ou du
cholestérol. Cependant, d’autres enzymes antioxydants comme les peroxyredoxines, la
glutathion transférase, les thioredoxines réductases et les thioredoxines peroxydases sont

impliquées dans la défense antioxydante de 1’organisme.
111.5.2. Systéemes antioxydants endogénes non enzymatiques

A coté des systémes enzymatiques, I’organisme posséde une seconde ligne de défense, « les
piégeurs de radicaux libres », dont I’importance peut étre capitale lorsque les activités
enzymatiques sont insuffisantes. Le r6le des piégeurs de radicaux libres est de capter 1’électron
célibataire du radical qu’il rencontre et former un nouveau radical qui sera a son tour régénéré
par des systemes spécifiques en aval, ou détruit et éliminé. Ces piégeurs de radicaux libres
peuvent étre d’origine endogéne (synthétisés par 1’organisme), ou pour la majorité apportée par

I’alimentation.

» Le glutathion : est un tripeptide dont la fonction thiol lui confére un réle d'antioxydant

largement présent sous forme réduite, qui est capable de reagir, in vitro, avec les
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radicaux. HO*, RO2", RO, 102, ONOO-, des radicaux centrés sur le carbone, mais aussi
I’acide hypochloreux HOCL.

» Acide lipoique : Les deux formes, oxydée et réduite, de 1’acide lipoique composé
appartenant aux thiols, présentent des propriétés antioxydantes in vitro en piégeant
nombreuses espéces réactives HO", RO2°, HOCI et *O2. En se liant a des métaux comme
le fer et le cuivre et a la capacité de régénérer certains antioxydants endogenes et
exogenes (Packer et al., 2001; Panfili et al., 2003; Smith et al., 2004).

» L’acide urique : présent sous forme urate a pH physiologique, possede des propriétés
antioxydantes in vitro contre les HO® et RO2" tout comme la bilirubine, les mélanines
et la mélatonine (Delattre et al., 2005).

» Les protéines : tel que la ferritine, douées d’activité antioxydante car elles possedent

une capacité de fixation importante du fer.

111.5.3. Systémes antioxydants exogenes

Les antioxydants chimigques exogenes, comprennent majoritairement les vitamines C et E, les

caroténoides et des composés phénoliques (McCall et Frei., 1999).

» La vitamine C (acide ascorbique) : est une molécule hydrosoluble présente dans la
plupart des fruits et [égumes (non synthétisée par I’Homme). L'ascorbate est un trés bon capteur
de radicaux libres oxygénés aussi bien hautement réactifs tels que les radicaux OH “que trés peu
réactifs tels que les radicaux O2" Sa capacité de donner d’électrons dans une large gamme de
réactions enzymatiques et non enzymatiques le qualifie de meilleur agent de détoxification des
radicaux oxygénés dans la phase aqueuse. De plus, I’ascorbate est muni d’une propriété
importante : la réparation de deux autres antioxydants, le glutathion (GSH) et a- tocophérol (-
TH) a partir de leurs formes radicalaires L'ascorbate est recyclé, tout au moins en partie, par
dismutation du radical ascorbyle (Gardés-Albert et al., 2003).

» La vitamine E (a tocophérol): Parmi les tocophérols naturels, le a-tocophérol
(vitamine E) est le plus efficace in vivo. Son réle essentiel est de capter les radicaux lipidiques
peroxyles (LOQO"), alkoxyl (LO") et alkyl (L") qui propagent les chaines de peroxydation
lipidique (Kaiser et al., 1990).

» Les caroténoides : constituent une vaste famille de composés qui sont généralement
des bons capteurs de radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui les rend susceptibles d'inhiber les

chaines de peroxydation lipidique.
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» Les oligoéléments : (zinc, sélénium, cuivre, manganese) constituent des co-facteurs
nécessaires aux activités des enzymes antioxydantes.

» Les polyphénols : puissantes activités antioxydantes des flavonoides et d’autres
polyphénols associ¢es a leurs propriétés redox permettant d’¢liminer les effets d’espéces
réactives de I’oxygéne ainsi que de chélater les différents métaux de transition (Gulcin et al.,
2006).

» Les xanthones : La manguiférine est une xanthone qui posséde la propriété d’inhibition
envers la peroxydation des lipides, ainsi que des propriétes de capteurs de radicaux libres contre

les anions super oxydes (Diallo, 2005).
111.6. Mécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygeéne
singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la compléxation d’ions et de métaux de transition (Favier, 2006).
Les antioxydants naturels semblent contribuer de maniére significative a la prévention des

maladies telles que le cancer ou encore des maladies cardio-vasculaires (Diallo, 2005).

Tableau 6 : mécanisme d’action de quelques antioxydants

Nature Mode d’action

Vitamine E Neutralise les radicaux libres
Antioxydants non Vitamine C Participe a la réaction
enzymatiques d’oxydoréduction
Beta Carotene Fixation des métaux de transition

Superoxyde dismutase Catalyse la dismutation de 1’anion
Antioxydants superoxyde
enzymatiques Catalase Métabolise H202

Clutathion peroxydase Action réductrice sur H20> et les

hydroperoxydes

111.7. Quelques méthodes d’évaluation de I'activité antioxydante

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est souvent caractérisé par les parametres

suivants (Powers et Jackson, 2008) :

- Une augmentation de la formation de radicaux libres ou d’autres oxydants

- Undesequilibre du statut redox cellulaire
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- Une diminution du pool d’antioxydants non-enzymatiques
- Une augmentation de I’activité des enzymes antioxydantes
- Une augmentation des molécules témoins des dégats oxydatifs (par exemple sur les

lipides, les protéines ou encore I’ADN).

Certaines méthodes pratiques ont été développées afin de mesurer I’activité antioxydante d’une
molécule, on peut coupler plusieurs tests. En général, les méthodes pour déterminer la capacité
antioxydante totale ont été divisée en deux groupes principaux : les tests basés sur une réaction
de transfert d'un seul électron et les tests bases sur un transfert d'atome d'hydrogéne (Prior et
al., 2005).

111.7.1. Test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

La molécule de DPPH. (2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl) est définie comme un radical libre
stable par la vertu de la délocalisation de I’¢électron disponible, qui provoque la couleur violette
profonde, caractérisée par une absorption. Il réagit avec des groupements amine, les phénols et
les acides. Quand la solution de DPPH est mélangée a celle d’une substance qui peut donner un
atome d’hydrogeéne ou un ¢électron, alors ceci provoque la forme réduite (DPPH) avec la perte
de la couleur violette et I’apparition d’une couleur jaune pale due a la présence de groupement
picryl et I’absorbance est lue a 517 nm (Gulgin et al., 2003). Le pourcentage de réduction du

DPPH est calculé selon la formule suivante :

% = ((Abs C — Abs E) / Abs C) x 100
Abs C : Absorbance du control.
Abs E : Absorbance d’échantillon.

DPPH’ DPPH-H

Figure 20 : Mécanisme réactionnel entre 1’espéce radicalaire DPPHe et un antioxydant (AH)
(Thomas, 2011).
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111.7.2. Test de ’activité antiradicalaire pour le radical ABTS™

La méthode est basée sur la capacité des composés a réduire le radical cation ABTS™, acide 2-
2-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Le radical est formé par I’oxydationde
I’ABTS incolore avec différents composés, comme le peroxyde d’hydrogéne (H202) ou le
persulfate de potassium ; Cette réaction est suivie par spectrophotométrie a 734 nm (Re et al.,
1999).
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Figure 21 : oxydation de I’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ABTS™"
(Gulgin, 2012).

111.7.3. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivie de
la diminution de I’absorbance accrue du complexe Néocuproéne (NC), cuivre (Cu*?) Nc-Cu*2.
En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-neocuproéne est réduit et cette
réaction est quantifié spectrophotometriquement a une longueur d’onde de 450 nm (Apak et
al., 2004). Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en
quinones a travers la réduction du complexe Cu+2-Nc, produisant ainsi un complexe

chromogeéne de Cu+2-Nc qui absorbe a 450 nm (Figure 22).
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Figure 22 : Réduction du complexe chromogeéne de Cu*-Nc.
111.8. Inflammation

L’inflammation est un moyen de défense naturelle des organismes supérieurs contre toute
agression extérieure (infection, blessure, agression mécanique, etc...). Elle a pour réle essentiel
I’¢élimination de I’agent pathogene et la réparation du tissu 1ésé. L’ inflammation se manifeste
par quatre signes cardinaux (la rougeur, I’cedéme, la chaleur, la douleur) résultant d’une
augmentation du flux sanguin, d’'une augmentation de la perméabilité capillaire permettant aux
compléments, aux anticorps et aux cytokines de franchir la barriére endothéliale et de la
migration des leucocytes vers le tissu lésé pour une réparation de la lésion. La réponse
inflammatoire se déroule en quatre étapes : la reconnaissance des signaux de danger, le
recrutement de cellules sur le site d’infection, I’élimination du pathogene et la résolution de
I’inflammation conduisant a un retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu 1ésé¢ (Barton,

2008). En absence d’une résolution, s’installe une inflammation chronique.
111.8.1. L’inflammation aigue

L’inflammation aigiie est la réponse immédiate de I’organisme a un agent agresseur, c’est une
réponse physiologique complexe qui implique la participation des deux branches du systeme
immunitaire : I'immunité innée et 'immunité adaptative. Cette réponse de courte durée
(quelques jours). Elle vise I’élimination de 1’agent causal du dommage tissulaire et la réparation

du tissu affecté (Serhan et al., 2015).
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Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser
des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Charles et al., 2010). L’inflammation

aigue se constitue en trois phases :

Phase vasculaire

Il s’agit d’une vasoconstriction artériolaire, trés bréve de quelques secondes. Elle est due a
I’action du systéme sympathique, et est trés rapidement ressentie puisque douloureuse,
expliquée par la libération d’histamine, de sérotonine et de kinine, I’excitabilité des
terminaisons nerveuses en est la conséquence et va conforter le processus douloureux. Cette
constriction n’est pas innocente sur les plaquettes présentes dans la circulation, laquelle est
perturbée. Ces plaquettes vont alors s’activer. Trés vite a cette vasoconstriction, va faire suite
une vasodilatation des vaisseaux sanguins. Le debit local est augmenté et la perméabilité des
capillaires est exacerbée, ce qui explique I’extravasion des cellules sanguines (diapédese)
(Figure 23). Ce qui explique en partie la constitution de la chaleur et de la rougeur. La migration

des cellules s’accompagne d’un transfert de plasma qui crée I’cedéme.
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Figure 23 : Formation du transsudat et d’exsudat (Kumar et al., 2007).
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La phase cellulaire (recrutement des leucocytes)

Les phénomenes vasculo-exsudatifs initiaux permettent I'arrivée dans le foyer inflammatoire
des leucocytes. Les premiers sur place (environ 6 heures) sont les polynucléaires. Les
polynucléaires sont les premieres cellules qui migrent vers le site enflamme (6 a 24 heures), un
peu plus tard et aprés 24 a 48 heures les monocytes et les lymphocytes sont recrutés. Elles se
déplacent alors directement vers 1’agent causal de I’inflammation, guidées par un gradient de

concentrations de substances dites chimio-attractantes.

La destruction de I’agent pathogéne est donc assurée par les polynucléaires qui vont déclencher
la phagocytose et la libération de différentes enzymes hydrolytiques (protéase, élastase et de
collagénase...ctc). Cependant, les macrophages vont nettoyer le foyer inflammatoire et

éliminer les débris cellulaires et tissulaires.
Phase de résolution

La phase de résolution, dite de réparation, dépond du degré des lésions tissulaires. En effet,
dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éliminés par les PMNSs, et les
produits de dégradation ainsi que les débris cellulaire sont phagocytés par les macrophages. Les
macrophages vont alors sécréter des cytokines et des médiateurs qui vont induire la phase de
cicatrisation et de régénération tissulaire. Le retour a un état physiologique consiste dans un
premier temps en la réparation de I’endothélium par les cellules endothéliales elles-mémes, ces
cellules pouvant produire et remodeler les éléments de leur stroma (collagéne de type | et 111)
ou de leur lame basale (collagene de type IV et V, laminine). Si I’atteinte est plus sérieuse et
entraine une destruction du tissu atteint, d’autres cellules vont intervenir pour réparer le
nouveau tissu. Les macrophages vont participer a 1’angiogenéese, mais ce sont surtout les
fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les protéines matricielles des tissus
intercellulaires, comme le collagéne, la fibronectine et la laminine pour permettre la
reconstruction des tissus. Le systéme de 1’angiogenese est ainsi remis au repos et la réaction

inflammatoire peut s’éteindre (Weill et al., 2003).
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Figure 24 : Principales étapes de I'inflammation aigte (Funaro et al., 2009).

111.8.2. L’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. Une infiltration excessive des leucocytes au niveau du site inflammatoire et
une mauvaise ¢limination de 1’agent causal de I’inflammation sont a [’origine du

développement de I’inflammation chronique (Dorward et al., 2012).

Dans de nombreux cas, la réponse inflammatoire chronique peut persister pendant de longues
périodes (plusieurs mois ou années). Elle est considérée comme étre causé par I’engagement
persistant des réponses de I’immunité innée et acquise, comme dans la polyarthrite rhumatoide,
rejet de I'allogreffe chronique, dans la bérylliose, et dans I'inflammation granulomateuse. Il est
prouvé que les macrophages dans ces lésions produisent une série de médiateurs pro-
inflammatoires qui activent les fibroblastes pour fixer le collagene et activer les autres
macrophages et lymphocytes pour libérer des médiateurs responsables des réponses

inflammatoires. L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses
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vasculaires qui impliquent I'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules
endothéliales qui vont spécifiquement entrainer I'adhésion des lymphocytes et des monocytes,
et permettent leur transmigration dans le compartiment extravasculaire (Charles et al., 2010).
Tout comme dans la réponse inflammatoire aigué, les lymphocytes et les monocytes, subissent
un processus d'activation qui favorise I'adhérence et la transmigration de ces cellules dans le
compartiment extravasculaire. En tout type de réponse inflammatoire, les différences entre les
types de molécules d'adhésion exprimees sur les cellules endothéliales détermineront le type de

leucocytes qui migrent (Nourshargh et al., 2006; Charles et al., 2010).
111.8.3. Les anti-inflammatoires

Un anti-inflammatoire est un médicament destiné a combattre une inflammation. Il s’agit d’un
groupe de molécules chimiques destinées a traiter, une réaction inflammatoire et les maladies
qui en résultent. Ces médicaments ont des structures chimiques trés variées. Toutefois, ils

présentent des caractéres communs :

-Sur le plan pharmacologique : Tous les anti-inflammatoires, inhibent la synthése des
prostaglandines.

-Sur le plan activité : lls possedent, en plus de leurs activités anti-inflammatoires, des effets
analgésiques et antipyrétiques.

-Sur le plan chimique : lls présentent des fonctions acides ou des caractéres acides.

111.8.3.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens

C’est 1860 que I’acide salicylique était synthétisé et en 1875 utilisé pour la premiere fois dans
le traitement du rhumatisme articulaire aigu. en 1946 sont découvertes les pouvoirs anti-
inflammatoires de la phénylbutazone, celles de I’indométacine datant de 1963. Ces molécules
ouvrent la voie de la classe thérapeutique des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), ainsi
dénommés de par leurs propriétés anti-inflammatoires sans avoir I’action des stéroides, a la

différence des glucocorticoides.

Les AINS agissent tous en inhibant une enzyme membranaire, la cyclo-oxygénase (COX).
L’inhibition de cette enzyme par les AINS est responsable d’une diminution de production des
prostaglandines E2 et 12, médiateurs importants des phénoménes inflammatoires. Mais
I’inhibition de ces prostaglandines ainsi que du thromboxane A2 dans ’ensemble des tissus

rend compte des effets indésirables potentiels de la plupart des AINS :
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Diminution de la protection de la muqueuse gastro-intestinale (responsable d’ulcéres gastro-
duodénaux) et diminution de I’agrégabilité plaquettaire (responsable d’une augmentation du

risque hémorragique).

En 1990, I’équipe de Needleman montre 1’existence de deux isoformes de cyclo-oxygénase :
la COX-1, constitutive, et la COX-2, inductible sous 1’action de certains mécanismes pro-
inflammatoires. Moins de 10 ans plus tard apparaissaient les premiers anti-inflammatoires dits
anti-COX-2 sélectifs, respectant la COX-1, réduisant les risques d’effets secondaires des AINS

« classiques » (Noirez et al., 2000).
111.8.3.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou les glucocorticoides constituent une vaste famille
de médicaments dérivés du cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace utilisé pour
les maladies inflammatoires chroniques tels que 1’asthme, 1’arthrite rhumatoide, les maladies

inflammatoires de I’intestin et les maladies auto-immunes.

Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs des glucocorticoides (GR)
du cytoplasme de la cellule. Aprés quoi, le complexe récepteur-ligand formé pénétre dans le
noyau cellulaire ou il se fixe a de nombreux éléments de réponse aux glucocorticoides dans la
région du promoteur des génes-cibles. Le récepteur, ainsi fixé a la molécule d'ADN interagit
avec les facteurs de transcription basiques, provoquant une augmentation de I'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 opposé 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 genes immuns, incluant
celui codant IL-2 (Barnes, 1998).

Les glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre la transactivation et la
transrépression, et influencent a la fois les génes immuns "voulus™ et ceux "non voulus™ régulant
les fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement, les efforts de recherche visent a
découvrir des glucocorticoides agissant sélectivement qui seraient capables de ne réprimer que

le systéme immunitaire.
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111.8.3.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

L’existence de substance anti-inflammatoire est connue de trés longue date puisque c’est a la
fin du premier siécle de notre ére qu’un médecin grec avait découvert les vertus antalgiques des
feuilles de saule et parmi les catégories des anti-inflammatoires, on retrouve également les anti-
inflammatoires dits « naturels », formés par plusieurs groupes chimiques dont les saponosides
et les polyphénols. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la cyclooxygéenase et

la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes.

En effet, des activités anti-inflammatoires des saponosides, ont été signalées dans plusieurs
revues comme celles citées par ElI Beyrouthy en 2008 (EI Beyrouthy et al., 2008), et par
Lattanzion en 2011 (Dall'Acqua et al., 2010, Lattanzio et al., 2011). Certains saponosides

forment le point de départ pour la semi- synthese de médicaments stéroidiens (Solignac, 2004).
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IV.1. Apercu et but de travail

Apres une recherche bibliographique exhaustive notre espece du genre Anagallis n’a fait 1’objet

d’aucune ¢étude phytochimique ni biologique antérieures.

Le présent travail a pour but de rechercher de nouvelles molécules et de mettre en évidence les
activités biologiques présentes dans cette espece en vue de valoriser la richesse végetale de

1’ Algérie en plantes médicinales endémiques.

Aprés I’extraction de la plante entiére du genre Anagallis, I’extrait brut a été fractionné par la
technique chromatographique sous vide en phase inverse (VLC). Ce fractionnement, suivi de
plusieurs étapes de séparation et purification chromatographiques, conduisant a 1’isolement de

2 composés naturels purs.

Notre étude a porté aussi sur 1’évaluation de 1’activité antioxydante par 3 méthodes (DPPHe,
ABTS+e et CUPRAC) et I’activité anti-inflammatoire in vivo de I’extrait brut éthanolique ainsi

que des fractions chromatographiques provenant de cet extrait.
IV.2. Matériel et méthode

IV.2.1. Matériel végétal
IV.2.1.1. Récolte de la plante du genre Anagallis

La plante Anagallis a été récoltée dans la région de Righia de la wilaya d’El Taref au mois de
Mai 2020. La récolte de la plante a été effectuée trés soigneusement de maniére a ne pas

détériorer les éléments organiques et minéraux présents.

L’identification botanique de la plante étudiée a été réalisée par Monsieur KABOUCHE Kamel.
Apres I’avoir séché dans un endroit sec, le matériel végétal est ensuite réduit en poudre fine a

I’aide d’un broyage électrique

Figure 25 : Situation géograp

d’Anagallis (Google Earth.,2021) [2]. 50[Page

hique de Ialaya de collecte
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1V.3. Méthodes d’analyses phytochimiques

1VV.3.1. Méthodes chromatographiques
1V.3.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est utilisée a chaque étape de notre travail pour
faire le suivi et le contréle des purifications. La chromatographie sur couche mince (CCM), est
une méthode d’analyse qui permet d’avoir des informations sur la composition chimique et la

pureté des fractions analyseées.

Les plaques utilisées durant la réalisation de ce travail sont des plaques prétes a I’emploi a
support en aluminium en phase normale Kieselgel 60 F254 Merck, 250 um (20x20 cm). Le
développement des plaques CCM a éte effectué dans des cuves en verre pré-saturées en eluant
approprié (un solvant ou un systeme solvant selon la polarité des molécules que 1’on souhaite

séparer).

Des systémes de solvants ont été utilisés pour faire éluer les extraits, et les composés purs sur
les plagues CCM, soit des systemes binaire ou tertiaire solvants selon le type des produits et

leurs polarités.

Les systemes utilisés sont :

CHClI3z: MeOH: H20: 70: 30: 5;

CHCls: MeOH: 80: 20;

AcOEt : MeOH : H20: 100 : 10 : 10.

L’observation des CCM s’effectue en lumiere visible et sous UV (254 et 365 nm) dans une
chambre noire, avant la révélation par une solution de la vanilline sulfurique (0.5 g de la
vanilline, dissous dans 100 ml du méthanol, plus 1 ml d’acide sulfurique). Cela permet de

rassembler judicieusement les fractions récoltées suite aux différentes séparations

chromatographiques.
1V.3.1.2. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique généralement utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de 1’extrait brut,

est rapide et a surtout 1’avantage de consommer moins de solvants comparativement aux
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méthodes chromatographiques classiques. La silice greffée Lichroprep RP-18 Merck (63-200

um), est conditionnée dans un entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté N° 4.

Les systémes solvants utilisés doivent traverser I’entonnoir a plusieurs reprise (3 fois) afin
d’assurer une bonne ¢lution des molécules et I’épuisement total du gel des molécules ayant une

polarité comparable au systéme solvant utilise.

La silice conditionnée dans 1’entonnoir cylindrique doit avoir un poids 30 fois supérieur de celui
de I’extrait a déposer a la surface de la phase stationnaire (pour 1g d’échantillon on utilise 30 g

de silice).
L’¢lution est réalisée par un systéme solvant H2O : MeOH (70 :30 & 0 :100).
IVV.3.1.3. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Pour les chromatographies sur colonnes ouvertes, deux types de phases stationnaires ont été
mises en ceuvre dans des colonnes en verre. La taille et le diamétre de la colonne sont choisis

en fonction de la quantité d’échantillon a purifier et de la résolution souhaitée.
Les phases stationnaires utilisees sont :

e En phase normale, une silice Kiesel gel Merck (70-230 mesh). La quantité de silice
utilisée est généralement 40 fois supérieure a la quantité d’échantillon déposé.

e Sur polyamide SC6.
1VV.3.2. Méthodes d’analyses physico-chimiques
1VV.3.2.1. Spectrophotométrie UV-visible

Les spectres UV-visible des composés ont ét¢ mesurés dans le méthanol a 1’aide d’un
spectrophotometre (NICOLET évolution 100). Grace a son monochromateur, le lecteur offre

une grande sensibilité aux essais.

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, un lecteur de microplaque de type Perkin Elmer
(EnSpire Alpha Plate Reader) multimode, des microplaques en plastique de 96 puits et des

micropipettes réglables ont été utilisés au cours de 1’exploration de ’activité antioxydante.
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IV.4. Etude phytochimique de la plante du genre Anagallis

1V.4.1. Extraction

La plante entiére, séchée et broyée (100 g) a été macérée dans un mélange hydro-alcoolique :
Ethanol/Eau ; (70: 30 v/v) pendant 24 heures & température ambiante. Cette macération est
répétée 3 fois avec renouvellement du systéme, chaque macération dure 24 heures. Apres
filtration et concentration a sec a température de 45°C, la solution extractive obtenue est
concentrée par évaporation pour donner 24g d’extrait brut. Le protocole suivi figure dans les

photos ci-dessous (Figure 26).

Figure 26 : Les différentes étapes de macération, filtration et évaporation de I’extrait
hydroalcooliques de la plante Anagallis

IV.4.2. Fractionnement préliminaire de ’extrait éthanolique brut de la plante du genre

Anagallis

24¢ I’extrait éthanolique a été fractionné par chromatographie liquide sous vide (VLC), en
phase inverse Cig avec 1’éluant HoO-MeOH (70/30, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100 : v/v). Des

fractions de 200 ml (*3) sont recueillies pour chaque mélange (Figure 27).

Figure 27 : Procédé du fractionnement de 1’extrait éthanolique par VLC
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Ces fractions subissent une chromatographie sur couche mince (CCM) avec de différents
systemes. Les plaques obtenues sont ensuite observées sous la lumiere UV a 254 et 365 nm

puis révelées a la vanilline sulfurique a 1% puis chauffées a 100 °C.

~—— — == —— ey R
NEIEBIEIE N EIEIER EA RS
[ 030 [ e | s | 2om0 |

| F(A) [

Figure 28 : CCM récapitulatif des fractions de la VLC de ’extrait éthanolique brut.
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Figure 29 : CCM récapitulatif des fractions de la VLC de ’extrait éthanolique brut observe
sous 365 nm.
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Tableau 7 : VLC sur Cig de I’extrait éthanolique de 1’espéce du genre Anagallis.

70 :30 F(1), F(2) 4,00
70 :30 F(3)
0,7918
60 :40 F(1)
60 :40 F(2), F(3) 0,8521
40 :60 F(1), F(2), F(3) 1,5942
20 :80 F(1) 0,2750
20 :80 F(2), F(3)
3,2707
0:100 F(1), F(2), F(3), F(4), F(5)

Une grande similitude est observée entre le profil CCM des trois fractions du systéme 40 :60,
et entre les fractions F20/80 (2) et (3) et les fractions F100 (1), (2), (3), (4) et (5).

eFraction F (A) : ’ensemble des trois fractions F(1), F(2) et F (3) du systéme (40 :60)
eFraction F (B) : I’ensemble des fractions F(2) et F(3) du systéme (20 :80) et les cing
fractions du systeme (0 :100).

Nous avons choisi a étudier ces deux fractions car le profil CCM a montré une richesse en

flavonoides et saponosides.

IVV.4.3. Purification
e Etude de la fraction F(A) :

La fraction F(A) (1.5 g) est soumise a une chromatographie sur colonne de polyamide. L’¢élution
est réalisée par un mélange de toluéne-méthanol (100:0 a 0:100). Les fractions collectées sont
réunies selon leur profil en CCM en phase normale effectuée dans le mélange (AcOEt

/MeOH/H0 : 10/1/1) pour donner 60 sous-fractions ainsi que composés Anl (50mg).
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Figure 30 : Purification de la fraction (A) sur une colonne de gel de silice.
e Etude de la fraction F(B) :
La fraction F(B) (39) est chromatographiée sur une colonne de gel de silice en phase normale,

I’élution menée dans un mélange CHCI3-MeOH (98 :2;95:5;90:10; 80:20; 70:30; 60 :40)
a donné le composé An2.

Figure 31 : Purification de la fraction (B) sur une colonne de gel de silice.
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IV.5. Evaluation de ’activité antioxydante de I’espéce du genre Anagallis

Le choix de I’extraits brut ainsi que la fraction F70/30(3) et le produit Anl pour I’évaluation
des activités antioxydante se justifie par leurs richesse en métabolites secondaires et surtout par
leurs disponibilité en quantité qui permet de réalisé tous les tests prévoyait.

La mise en évidence du potentiel antioxydant a été réalisée par trois tests complémentaires a

savoir :

e L’activité antiradicalaire pour le radical libre DPPHe
e L’activité antiradicalaire pour le radical-cation ABTS+e

e Le pouvoir réducteur de cuivre CUPRAC

Les résultats, sauf pour le dosage du pouvoir réducteur de cuivre (Cupric Reducing Antioxidant
Capacity, CUPRAC) ont été enregistrés a la concentration 50% d'inhibition (ICso). L'activité

antioxydante des extraits testés a été comparée a celles des standards (le BHA et le BHT).
L’indice ICsg se définit comme étant la concentration nécessaire de 1’antioxydant pour piéger

50% de radicaux DPPH/ABTS+" alors que Ao correspond a la concentration de 1’antioxydant
pour laquelle I’absorbance vaut 0,5. Ces deux indices sont donnés en pg/ml de milieu
réactionnel, du coup la capacité antioxydante d’un échantillon est d’autant plus élevée que son
ICs0 ou AQ,5 est petit.

IV.5.1. Test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

L’activité du balayage du radical DPPHe a ét¢ mesurée par spectrophotométrie selon le
protocole décrit par (Blois, 1958) avec une légére modification (Oztiirk et al., 2011). Ainsi, 40
ul de chaque échantillon a des concentrations décroissantes, y compris le BHA et le BHT, ont
¢été additionnés a 160 pl d’une solution méthanolique de DPPH (0,1mM) préalablement déposée
dans chacun des puits d’une microplaque. Un témoin négatif est préparé en paralléle en
remplagant les 40 pl d’échantillon par du méthanol. Suite & une incubation a température
ambiante et a I’obscurité pendant une trentaine de minutes, 1’absorbance est mesuré a 517 nm.

On note que chaque dépot faisait 1’objet de trois répétitions.

L’activité de piégeage du radical est calculée en tant que pourcentage de décoloration de DPPH

selon cette équation :
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[ APR (%) = [(ApppH — Aextrait) / ApppH] X 100 ]

Ou ApppH est I’absorbance de la solution DPPH, et Aexait est ’absorbance de 1’échantillon a

une concentration donnée.

IV.5.2. Test de piégeage de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6- sulfonique)
(ABTS++)

Le protocole suivi pour cette activité est celui décrit par (Re et al., 1999) avec des volumes

ajusteés pour une manipulation sur microplaque de 96 puits.

Le radical cation ABTSe+a été préparé a partir de I’ABTSe+ (7 mM) et du persulfate de
potassium K2S20g (2,45 mM), ces deux produits sont mélangés en solution aqueuse ; le tout est
conservé a 1’abri de la lumiére et dans une température ambiante durant 16h avant 1’utilisation.
La solution obtenue est ensuite diluée avec I’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,7+0,025

a 734 nm avant son usage.

Pour cela, 40 pl d’échantillon de chaque concentration sont introduits dans 3 puits alignées sur
les quelles 160 ul de solution ABTS fraichement préparée sont ajoutés. Cette opération est aussi
valable pour les deux standards employés. Un blanc est parallélement préparé suivant les
mémes volumes tout en mettant du méthanol a la place de I’échantillon testé. L’absorbance est
ensuite mesurée a 734 nm apres 10 minutes d’incubation a température ambiante et a

I’obscurité.

[ AA (%) = [1-(Agxuait/ Asiand)] X 100 ]

IV.5.3. Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique (CUPRAC)

L’activité antioxydante par réduction cuprique des extraits a été déterminée par la méthode
CUPRAC (Apak et al., 2004). Dans les plaques de 96 unités des solutions ont été ajoutées : 50
ul de Cu(II) (10 mM), 50 ul de neocuproine (7.5 mM), 60 ul de tampon NHsAC (1 M, pH =7),
et 40 uL de I’extrait a différentes concentrations. Apres une heure du temps et a I’aide d’un
lecteur de microplaques, 1’absorbance a été enregistrée a 450 nm. Les résultats ont été calculés

a titre de Aos (ug / mL) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.
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IV.6. Analyse statistique

Les resultats des tests effectués sont exprimés en moyennes + déviation standard (SD). Les
valeurs de ICso/Aos ainsi que les représentations graphiques ont été réalisées par le logiciel
Origine Pro 8. Plus elles sont petites ces valeurs, plus I’activité antioxydante des extraits est

grande.
IV.7. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire du traitement par I’extrait éthanolique de la plante
entiére du genre Anagallis un modéle d’inflammation aigue a été utilisé dans les tests in vivo.
Ainsi, ’activité anti-inflammatoire a été menée suivant la méthode décrite par (Arzi et al.,
2015). L’inflammation aigué a été induite par I’injection de 0,1 ml d’une suspension de 1% du
formol dans 1’eau physiologique sous 1’aponévrose plantaire de la patte postérieure droite. Les
mesures du volume de la patte ont été effectuées avant I’injection du formol et 3 heures aprés (30,

60, 120, 180 min) l'aide d'un pléthysmométre.

r
4

Figure 32 : injection de formol 1% au niveau de la vodte plantaire de la patte droite du rat.

Trente minutes (30 min) avant I'injection du formol, les différents lots de rats ont recu, par voie

intra-péritoniale les différents traitements :

v" Le lot témoin de 5 rats a recu 10 mI/Kg de I’eau physiologique.

v" Le lot expérimental de 5 rats a recu I’extrait éthanolique a la dose de 100 mg/Kg de masse
corporelle.

v’ Le lot référence de 5 rats a recu le Diclofenac a la dose de 20 mg/kg.
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L’activité anti-inflammatoire a été évaluée en pourcentage de réduction de 1’cedéme chez des

rats traités par rapport aux témoins blancs selon la formule suivante :

[ %dtinhibition = 100 X [(Vi-Votémoin) - (Vi-Vo) traité/ (Ve-Vo) témoin] ]

- Vo représente le volume de la patte a t=0 (avant injection du formol),

- Vi représente le volume de la patte & un temps (t) quelconque.
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Le processus général de la caractérisation de nouvelles molécules bioactives a partir de
matrices complexes telles que les plantes fait intervenir différentes étapes, dont les trois
principales sont extraction, le fractionnement et 1’identification de composés d’intérét, toutes

guidées par des analyses phytochimiques et des tests biologiques.
V.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage des principes actifs dissouts dans un
solvant organique et/ou aqueux utilisé¢ pour 1’extraction. Il est déterminé a partir du poids de
I’extrait sec par rapport au poids de la matiére végétale séche réduit en poudre (Abe et al.,
2010). Le rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport a la quantité de matiere

séche selon la formule :

R (%) = [M1/ M0] x 100

R % : Rendement en extraits exprimée en g /100g de matiére séche,
M1 : quantité de I’extrait récupérée exprimée en g,
MO : quantité de la poudre végétale utilisée pour 1’extraction exprimée en g,

Le processus de macération nous a permis d’extraire a partir de 100 g (MO) de la plante entiére
du genre Anagallis une masse (M1) de 24 g de couleur marron foncée trés visqueuse, qui donne

un rendement a ’ordre de 24%b.

En général, le calcul des rendements permet d’envisager la quantité d’organes a prélever en cas

de besoin pour une éventuelle étude ultérieure, ce qui, rendrait 1’utilisation rationnelle.
V.2. Controle chromatographique de I’extrait

Une analyse chromatographique sur couche mince (CCM) a été réalisée sur I’extrait brut obtenu

précédemment, en utilisant différents systemes d’€lution a savoir :
ACOEt/MeOH/H>0 (10/1/1) pour I’extrait éther de pétrole, CHCIs/MeOH (20%) et

CHCI3/MeOH/H20 (70/30/5). Les profils CCM de I’extrait brut montre que ce dernier est riche

en métabolites secondaires relativement séparables (Figure 33).
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—

. AcOEt /MeOH/H,0
(10/1/1)

CHCi3/MeOH/H20 CHCl3/MeOH
(70/30/5) (80/20)

Figure 33 : CCM de I’extrait brut de la plante Anagallis.
V.3. Séparation et Purification

24 g d’extrait brut ont été initialement fractionnés par une chromatographie liquide sous vide
(VLC) sur gel de silice grefféee RP-18. L’¢lution effectuée dans un mélange eau-méthanol a

différents gradients (70/30 & 0/100) nous a permis de récolter 6 fractions.

La fraction F(A) éluée dans un gradient 40/60 et la fraction F(B) éluée dans un gradient 20/80
a 0/100 sont jugées riches en flavonides et saponosides apres la révélation par I’UV a 254-365
nm et la vanilline sulfurique, d’ou notre choix de les soumettre & un fractionnement par une
chromatographie sur colonne ouverte (CC) sur gel de polyamide et sur gel de silice, en vue de

purifier et d’identifier leurs métabolites.
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24 g de Pextrait éthanolique J

VLC RP-18
Systéme d’élution H,O /MeOH
(70/30 a 0/100)

CC Polyamide

CC Silice Toluene/MeOH

CHCls/MeOH

Fraction
F-B

Composé Composé
An2 Anl

Figure 34 : les étapes de purification a partir de I’extrait éthanolique.

V.4. Elucidation structurale des composés isolés
V.4.1. Elucidation structurale du composé Anl

Le spectre UV du composé Anl (Figure 35), enregistré dans le MeOH montre deux maxima a
362 et 259 nm relatifs respectivement a la bande I et II caractéristiques d’un flavonol-3-OR

(Mabry et al., 1970), en plus de la coloration violette noire sous la lampe UV.

L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochromique de 47 nm pour la bande I, avec
une augmentation de son intensité lumineuse indiquant la présence d’un OH libre en position
4', I’apparition d’une nouvelle bande dans le méme spectre indique la présence d’un OH libre

en position 7.

L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochromique de la bande II de 13 nm par

rapport au spectre MeOH confirmant ainsi la présence d’un OH libre en position 7.

Le déplacement bathochromique de la bande | de 75 nm, observé lorsque le spectre UV est
enregistré dans un milieu de MeOH + AICI3 comparativement au spectre enregistré dans le
MeOH neutre, atteste que ce flavonol porte un groupement hydroxyle libre aussi mais cette fois
en position 5 (Figure 36).

La présence du systeme orthodihydroxy sur le noyau B est expliquée par le déplacement

hypsochrome de la bande 1 (37nm) en comparant les deux spectres AlClIs et AICIz + HCI et par
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le déplacement bathochrome (19 nm) de la bande | dans le spectre NaOAc + H3zBO3 par rapport

au spectre MeOH.

Cl

Al i
o— \‘Qomplexe labile
o

o,
Complexe stable/' N AN

A AI"II
o \CI 1 CI/ \cl 2

Figure 35 : Formation des complexes avec le chlorure d’aluminium dans un milieu neutre (1)

puis acidifié par I’acide HCI (2) pour le composé Anl.

HO

Figure 36 : Formation du complexe en présence de H3BO3z pour le composé Anl.

Ces données spectrales UV sont en accord avec celles rapportées dans la littérature pour la

quercétine substituée en position 3 (Mabry et al., 1970).

Ces données permettent de proposer au composé Anl, la structure partielle suivante :

L’identification structurale compléete de cette molécule nécessite d’autres méthodes d’analyses
comme résonance magnétique nucléaire monodimensionnel RMN 1D bidimensionnel RMN
2D.
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Figure 37 : la Série spectrale UV du composé Anl.

Tableau 8 : données spectrales UV du composé Anl.

Solvants-réactifs Bande | (nm) cycle  Bande Il (nm) cycle A Autres bandes
MeOH ° 362 259 -
NaOH 409 271 325
AlCl3 439 268 -
AICIz + HCI 402 269 -
NaOAc 376 272 -
NaOAc + HsBOs 381 263 -
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V.5. Résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante

La capacité antioxydante des extraits végétaux est largement influencée par la composition
chimique des extraits et les conditions de la réalisation du test, il apparait clairement qu’une
seule méthode n’est pas suffisante pour évaluer le potentiel antioxydant d’un échantillon. Il faut
donc combiner les réponses obtenues a 1’aide de tests différents et complémentaires. C’est
pourquoi notre choix s’est porté sur 1’utilisation de trois tests chimiques en I’occurrence la
capacité des composes a piéger des radicaux libres (DPPH , ABTS) et la capacité de réduction

de cuivre par le teste CUPRAC.
V.5.1. Activité antiradicalaire par le Test du 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

Le radical DPPH: est généralement 1’un des composés le plus utilisé pour 1’évaluation rapide et
directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radical et la simplicité de

I’analyse (Bozin et al., 2008).

En effets, les résultats de I’absorbance des échantillons testés, y compris le BHA et le BHT,
sont obtenus aprés une lecture & 517 nm. Ceux-ci ont permis de tracer les courbes de

pourcentage d’inhibition de chaque échantillon en fonction de leurs concentrations (Figure 38).

150-

o F70/30(3)

50

S 100~ = Anl

é BHA
—

% BHT

S

0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Concentration (ug/ml)
Figure 38 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical DPPHe

La figure 38 révele que tous les échantillons testés ont une activité anti-radicalaire dose

dépendante vis-a-vis du DPPH’, jusqu’a ce qu’ils atteignent la région asymptotique de la courbe
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qui se caractérise par une inhibition presque totale des radicaux DPPH". Cette zone est précoce
pour le produit Anl, BHA et BHT. Elle est un peu tardive pour 1’échantillon F70/30(3).

Les resultats du test de piégeage des radicaux DPPH peuvent étre présentés de plusieurs
manieres (Scherer et Godoy, 2009). La plupart des études expriment leurs résultats sous la

forme d'une valeur I1Csp.

Les résultats obtenus ont permis également de déterminer la valeur de I’'ICso (la valeur qui
correspond a 50% d’inhibition) afin de pouvoir évaluer I’activité des extraits vis-a-vis du

standard.

Les valeurs d’ICsp exprimées en pg/ml sont déterminées graphiquement a I’aide d’un logiciel
statistique (OriginePro 8) permettant une analyse de la droite de régression non linéaire des
pourcentages d’inhibition en fonction du logarithme décimal des différentes concentrations
préparées. Plus la valeur d’ICsq est petite, plus l'activité antioxydante d'un compose est grande
(Khoudali, 2014).

Les valeurs de I’'ICso de chaque extrait ainsi que celle de BHA et BTH sont classés par ordre

décroissant sous forme d’histogramme (Figure 39).

240

219,52

220
200
180

160
W F70/30(3)
140
Aal
120
B BHT
100
H BHA
80

60

IC50 mésurée par le test DPPH

40 31,02

20 12,99 6,14

Figure 39 : les CI50 des échantillons testés classées par ordre décroissant (DPPH).

0

Parmi les échantillons testés, le produit Anl représente 1’échantillon le plus actif avec une IC50
de I’ordre de 31,02 pg/ml suivi par la fraction 70/30 avec une ICso de 219,52 pg/ml. Cependant,

en comparaison avec le standard, tous les échantillons testés s’avérent moins actifs, par exemple
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I’activité antiradicalaire du produit Anl est 5 fois moins importante de celle de BHA qui
présente une ICsp égale a 6,14pg/ml.

L’extrait brut a enregistré ’activité la plus faible avec une valeur d’ICso qui dépasse 240 pg/ml.

Les résultats d’IC50, inversement proportionnelles a 1’activité antiradicalaire, sont compatibles

avec le niveau de decoloration de la solution DPPH (Figure 40).

Figure 40 : Photo prises lors du dosage de 1’activité antiradicalaire DPPH.

V.5.2. Activité antiradicalaire pour le radical ABTS+e

Cet essai évalue la capacité d un produit a capturer un radical libre ABTS. Dans ce test, I’ABTS
est oxydé par les antioxydants a son radical ABTSe+, qui a une couleur intense. La génération
de ce dernier, pour I’évaluation de I’activité antioxydante est importante avant 1’ajout des
échantillons afin d’éviter I’interférence des composés dans la formation du radical ce qui

conduit a une sur estimation de la capacité antioxydante (Katalinic et al., 2006).

Apres avoir additionné les extraits et les standards, une décoloration de la solution ABTS s’est

produite (Figure 41), ce qui indique I’existence d’une activité scavenger des échantillons testés.
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Figure 41 : Photo prises lors du dosage de ’activité antiradicalaire ABTS.

Afin de calculer les concentrations inhibitrices de chaque échantillon a 734 nm, un traitement

des résultats de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations est réalisé par

OriginePro 8 (Figure 42).
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Figure 42 : Courbe de pourcentage d’inhibition de I’ABTS par différents extraits de la plante.

Le test a montré que le produit Anl posséde un pouvoir antioxydant assez important. Ce
pouvoir est confirmé par une valeur faible d’ICsp 6.05+4.50 pg/ml et de pourcentage

69|Page



2¢ partie : Partie expérimentale Chapitre V

d’inhibition important. Suivi par la fraction F70/30(3) avec une ICso de I’ordre de 36,17+0,08
alors que D’extrait brut a enregistré 1’activit¢ la plus faible avec une valeur d’ICso de

441,75+31,38 pg/ml. En comparaison avec les standards, tous les extraits testés s’avérent moins

actifs (Figure 43).

441,75

M Extrait Brut
F70/30(3)

mAnl

H BHA

W BHT

36,17
6,08 1,81 1,29

Figure 43 : les IC50 des échantillons testés classées par ordre décroissant (ABTS).

V.5.3. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

C’est une méthode développée par Apak et al. en 2004. Il est basé sur la conversion des
hydroxyles phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu2* "Nc, produisant
ainsi un complexe chromogene de Cu+ -Nc qui absorbe a 450 nm. Ce test est colorimétrique et
le réactif passant du bleu vert au jaune dans la présence d’antioxydante. Les résultats ont été

comparés a ’activité des standards BHA et BHT.
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Figure 44 : les Ao des échantillons testés classées par ordre croissant (CUPRAC).

L’activit¢ CUPRAC indique une relation inverse entre les Ao et la capacité antioxydante des
échantillons testés. La figure ci-dessous illustre le virage de la couleur par rapport au blanc

confirmant ainsi les résultats du test

F70/30 = e

Figure 45 : photo prise lors de dosage de I’activité réductrice de 1’ion cuivrique (CUPRAC).

Il ressort de ces résultats, que le produit Anl présente la plus forte activité avec une absorbance
Ao 34,31+2,96 pg/ml, 34,31+2,96 malgre cela ils demeure moins actifs que le les standards
BHA et BHT, suivie par la fraction 70/30 (3) avec une A o5 egale a 105,70+4,80. Néanmoins,

I’extrait brut a montré une activité réductrice tres faible.

Cependant, aucun des échantillons n'exhibait une activité supérieure a celle des standards
antioxydants (BHA et BHT).
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L’activité¢ antioxydante des extraits pourrait s’expliquer par leur richesse en substances
polyphénoliques et plus particulierement les composés flavoniques. Ces résultats sont en accord
avec les résultats de plusieurs publications, qui ont rapporté une corrélation positive entre tout
le contenu phénolique et 1’activité antioxydante (Kadri et al., 2011 ; Ghedadba et al., 2014).

V.6. Activité anti-inflammatoire in vivo

L’inflammation aigué induite chez le rat par I’injection de formol est un modéle standard et
pratique, largement utilisé pour 1’évaluation des propriétés anti-inflammatoires de différents

agents.

Le mécanisme cellulaire et moléculaire par lequel le formol induit le processus inflammatoire
est connu. Elle stimule la libération de 1’histamine et de la sérotonine par les mastocytes,
débutant par cela une cascade d’événements qui produisent d’autres médiateurs qui contribuent

a I’établissement de la réaction inflammatoire aigué.
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Figure 46 : Evolution de I’cedéme en présence d’un prétraitement par voie intra-péritonéale,

apres I’injection de le formol (0,1 ml; 1%).

Les résultats obtenus ont été comparés a ceux d’un médicament le diclofénac qui est un anti-
inflammatoire non stéroidiens et a ceux du controle physiologique. Aprés I’injection de I'eau

physiologique, le formol entraine une augmentation significative du volume de la patte de rats
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de 1,46+0,32 de 2,03+0,04 et de 2,857+0,70 et de 3,258+0,85 respectivement a 30 mn, 60 mn
et 120 mn et 180mn.

L’injection de diclofénac a la dose de 20 mg/kg par voie intra-péritoniale prévient de facon
significative I'augmentation du volume de la patte de rats. Elle est de 0,50+0,288, de 0,750,250
et de 1,214+0,38 et 1,357+0,25 a 1 et 3 h apres I’injection du formol. En ce qui concerne les
extraits éthanoliques , ont été faits pour empécher I'augmentation du volume de la patte de rats.
Elle est de 1,5+0,35, de 1,25+0,57, 1,75+0,57, et de 1,87+0,50, pendant & 1h30 et 3 h apres
I'injection de formol. Ces résultats sont significativement différents de ceux du controle
physiologique (Figure 46).

Le résultat obtenus a I'issu de test anti-inflammatoire montrent que I’extrait brut de notre plante
réduise de fagon appréciable I'cedéme induit par le formol. L'inhibition de I'eedéme par 1’extrait
brut de la plante est comparable, a celle de diclofénac. La richesse de 1’extrait brut de la plante

en différents constituants chimiques peut justifier cette activite.

Dans les conditions expérimentales, le formol a provoqué I'eedéme dont le volume est maximal
au bout de trois heures (Singla et Pathak, 1990; Viana et al., 1998). Le formol provoque
I'inflammation locale lorsqu'il est injecté dans I'aponévrose de la plante du pied (Sen et Nag,
1991; Singhetal., 1997; Suzuki et al., 1996) tout comme la carragénine (Bhatt et al., 1977;
Ossipov et al., 1995). La cause de cette réaction inflammatoire est la Iésion tissulaire. Cette
Iésion tissulaire induit la synthése de I'histamne, des prostaglandines, des leucotrienes (Ammon
et al., 1993), du PAF (facteur d'activation plaquettaire), des cytokines, du NO (monoxyde
d'azote) et du TNF (facteur de nécrose tumorale). L’effet de I’extrait brut de la plante entic¢re
du genre Anagallis sur l'eedéme s'expliquerait par l'inhibition de la synthése des substances pro-

inflammatoires.
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Conclusion générale
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Ce présent travail porte sur I’investigation phytochimique et biologique d’une plante du genre
Anagallis appartenant a la famille des Primulaceae. Cette derniere est connue par sa richesse en
métabolites secondaires, comme les saponosides triterpéniques, les flavonoides, les dérivés
benzoquinoiques, les acides benzoiques et les lignanes. L’espéce en question n’a fait 1’objet

d’aucune investigation chimique ni biologique antérieure.

Le fractionnement de I’extrait éthanolique de la plante entiére du genre Anagallis, la séparation
et la purification des biomolécules obtenus Anl et An2 est rendu possible grace a I’utilisation

conjointe des différentes méthodes chromatographiques a savoir :

+ chromatographie liquide sous vide sur phase inverse C18 (VLC).
+ Chromatographie sur colonnes de gel de silice SiO- et polyamide

+ chromatographie sur plagues analytique de silice normale (CCM).

La détermination structurale du composé isolé Anl a été réalisée par la méthode d’analyse

spectroscopique UV

L’activité antioxydante de I’extrait brut de notre espéce a été évalué a différentes échéles par le
test DPPH, ABTS, CUPRAC. Cette activité est liée en grande partie a la composition de

I’extrait et des fractions en composés phénoliques, particuliérement flavoniques

De plus, I'administration de I’extrait brut a la dose de 100 mg/kg inhibe le développement aigu
de I’cedéme de la patte et présente une bonne activité antiinflammatoire mais inférieur a celle

du diclofénac en tant que contrdle positif.

L’ensemble de ces résultats montre que les sources naturelles peuvent étre un véritable
réservoir de molécules originales susceptibles d’étre proposées comme modele pour des
travaux de chimie médicinale. 1l prouve aussi que notre flore est encore riche et prometteuse

dans le domaine des produits naturels.
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Ce travail de recherche a porté sur I'investigation phytochimique de plante médicinale Anagallis
appartenant a la famille Primilaceae, ainsi que 1’évaluation de activité anti-inflammatoire et

antioxydante des extraits végétaux, et le produit isolé Anl.

Ce travail a permis 1’isolement par les méthodes chromatographiques (VLC, CCM, et CC) de
2 métabolites secondaires dont 1 composé de nature flavonoidique et un saponoside saponoside

et la caractérisation de produit isolé Anl par méthode spectroscopique (UV-visible).

Les extraits de la plante ainsi que le produit isolé Anl ont manifesté un pouvoir antioxydant
par les méthodes de DPPH, ABTS et CUPRAC.

L’administration de I’extrait brut a la dose de 100 mg/kg prévient I’cedéme aigu de la patte et
présente une activité anti-inflammatoire inférieure a celle du diclofénac en tant que contréle

positif.

Mots-clés : Primulaceae, Anagallis, VLC, CC, CCM, UV-Visible, flavonoides, Saponines,

activité antioxydante, activité anti-inflammatoire.



Hhstract

This research is focused on the phytochemical investigation of the medicinal plant Anagallis
belonging to the Primulaceae family and the evaluation of the anti-oxidant and inti-

inflammatory activities of crude extracts and isolated compound Anl.

This work allowed the isolation by chromatographic methods (VLC, CCM, CC), of 2 secondary
metabolites including 1 flavonoid and one saponosid, and the characterization of the compound

An1 by spectroscopic analysis (UV-visible).

The extracts of the plant as well as the isolated compound An1l exhibited an antioxydant power
by the methods of DPPH, ABTS and CUPRAC.

The administration of crude extract at the doses of 100 mg/kg prevented significantly acute paw

edema and presented a lower anti-inflammatory activity than diclofenac as a positive control.

Keywords: Primulaceae, Anagallis, VLC, CC, CCM, UV-Visible, Saponins, Flavonoids,

Antioxidant activity, anti-inflammatory activity.
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Résumé

Ce travail de recherche a porté sur l'investigation phytochimique de plante médicinale Anagallis
appartenant a la famille Primilaceae, ainsi que 1’évaluation de activité anti-inflammatoire et

antioxydante des extraits végétaux, et le produit isolé Anl.

Ce travail a permis 1’isolement par les méthodes chromatographiques (VLC, CCM, et CC) de 2
métabolites secondaires dont 1 composé de nature flavonoidique et un saponoside et la

caractérisation de produit isolé Anl par méthode spectroscopique (UV-visible).

Les extraits de la plante ainsi que le produit isolé Anl ont manifesté un pouvoir antioxydant par
les méthodes de DPPH, ABTS et CUPRAC.

L’administration de I’extrait brut a la dose de 100 mg/kg prévient I’cedéme aigu de la patte et
présente une activité anti-inflammatoire inférieure a celle du diclofénac en tant que contréle

positif.
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