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Introduction

Depuis des milliers d'années, I'hnumanité a utilisé diverses ressources trouvees dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies [1]

A travers les siccles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et 1’utilisation
des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des
hommes. [2]

La plupart des espéces vegétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un niveau
ou un autre, sur I'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine classique
qu'en phytothérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent
dépourvus. [2]

Les plantes médicinales sont a la fois un produit fini destiné a la consommation et une
matiére premiére pour 1’obtention de substances actives [25], telles que les métabolites
secondaires qui représentent une variété tres large de composes organiques sans fonction
directe dans la croissance et le développement des plantes [4, 58] ces molécules constituent

souvent la base des principes actifs des plantes médicinales. [5]

Les antioxydants font actuellement I’objet de nombreuses études car, en plus d’un intérét
certain dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles dans la
prophylaxie et le traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé. En effet,
le stress oxydant est la principale cause initiale de plusieurs maladies. [27] C’est le facteur
potentialisant 1’apparition des maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie
d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires. [7]

Cependant, I’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques et antioxydante demeure une
tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou moins
fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces plantes représentent une nouvelle
source de composés actifs.

L’objectif de notre étude est d’estimer la teneur d’une espece végétale endimique,
Limonium sp en composés actifs essentiels, les polyphénols totaux et les flavonoides obtenus
dans les parties aeriennes de la plante et d’en évaluer leur pouvoir biologique de bloquer
I’action des EOR et de protéger I’organisme contre les endommagements oxydatifs qu’elles

peuvent induire en utilisant des systemes chimiques et biologiques in vitro et in vivo.
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1. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps comme remedes contre plusieurs
maladies. A titre d’exemple, I’ail, le gingembre, la menthe, le thym, la sauge, le fenugrec, le
genévrier, l’origan et 1’absinthe sont utilisés comme antiseptiques, anti-inflammatoires,
antiparasitaires et pour la stimulation de la digestion et le traitement de plusieurs maladies
gastro-intestinales. [59, 60]

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des substances et composés
naturels bioactifs. [3] Plusieurs milliers de plantes sont utilisées par le monde. Leur champ
d'action est vaste et leur puissance varie. La plupart ont des effets spécifiques sur certaines
parties de I'organisme et sont reconnues pour pouvoir traiter divers cas. [2]

L'Algérie par son climat (méditerranéen, aride) et la nature de ses sols, possede
une flore particulierement riche en plantes médicinales et aromatiques dont la plupart
existe a I'état spontané. La valorisation des plantes médicinales et aromatiques est un
domaine particuliérement intéressant a développer car c'est une source de produits a

haute valeur ajoutée. [111]
2. les principes actifs des plantes

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes. [2] Il
s’agit la plus part du temps des produits du métabolisme de la plante qui, d’un point de vue
chimique, peuvent appartenir aux groupes de substances les plus variés. [8] L’activité de ces
substances dépend principalement de leur nature chimique et de leur concentration. [61]

2.1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites des plantes par distillation comptent parmi les plus

importants principes actifs des plantes, [2] Sont des composés volatils, oléagineux, dans la
plus part des cas a la senteur aromatique, qui peuvent avoir une action tres variée.
Certaines possedent ainsi des vertus anti-inflamatoires, tandis que d’autres sont
antispasmodiques, diurétiques ou expectorantes.[8] Les huiles essentielles peuvent étre
stockées dans tous les organes vegétaux : feuilles, fleurs, écorces, rhizomes, fruits et
graines. [62]

2.2. Les saponines

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, les saponines doivent leur
nom au fait que, comme le savon, elles produisent, de la mousse quand on les plonge dans

I'eau Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les triterpenoides, La structure
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chimique des stéroides est similaire a celle de nombreuses hormones humaines (cestrogéne,
cortisone), et de nombreuses plantes qui en contiennent ont un effet sur I'activité hormonale.
[2] les triterpénoides sont souvent des expectorants trés puissants, ¢’est-a-dire des substances
qui facilitent 1’évacuation des sécrétions des voies respiratoires et des bronches. [8]
2.3. Les alcaloides

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec I’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose. [9]
2.4. Les mucilages
De nombreuses plantes contiennent des mucilages, composés de polysaccharides, qui gonflent
dans I’eau et se transforment en une substance collante et visqueuse. D’un point de vue
thérapeutique, on les utilise par exemple pour envlopper les muqueuses de 1’appareil digestif,

ce qui les protégent des substances irritantes ou inflamatoires. [8]

2.5. Les vitamines

Les vitamines sont des substances indispensables pour le bon fonctionnement de 1’organisme.
Cependant, le corps humain ne pouvant les synthétiser lui-méme, il faut les lui apporter dans
I’alimentation en mangeant notamment des végétaux qui en contiennent souvent une quantité
considérable. [8] Tel que:

La vitamine E désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature : les a-, -
, V- et 8-tocophérols et tocotriénols. Les roles fondamentaux des tocophérols sont la protection
antioxydante de la surface des lipoprotéines et des membranes cellulaires. Le y-tocophérol est
capable de piéger les péroxynitrites, particulierement dangereux pour les neurones, ce que ne
peut effectuer 1’a-tocophérol. La vitamine E est un protecteur cardiovasculaire. [31]

La vitamine C ou acide ascorbique est I’antioxydant hydrosoluble majeur. Il permet la
régénération de la vitamine E et du glutathion nécessaire a la glutathion-peroxydase. [28]

2.6. Les glucosides

Les glucosides sont des composés organiques. Comme ils ont souvent des action différentes,
ils sont répartis en divers sous-groupes dont le plus important est représenté par les glucosides
cardiotoniques utilisés pour augmenter 1’activité cardiaque lorsqu’elle est insuffisante. Ils sont
en général aussi des propriétés diurétique ce qui entraine une diminution des liquides dans les

tissus et fait ainsi baisser la pression artérielle. [8]
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2.7. Les polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne
végétal. [11] Ce sont des métabolites secondaires des veégetaux présents dans toutes les parties
de la plante (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). [3, 5]

Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes, les boissons (vin rouge,
the, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les Iégumes secs. [96]

> Biosynthese des polyphénols
Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétiques :

e celle de I’acide shikimique, qui conduit aprés transamination et désamination, aux
acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les
phénols simples [104]

e celle issue de I’acétate, qui conduit a des poly B-coesters (polyacétates) de longueur
variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les dihydroxy-
1,8 anthraquinones ou les naphtoquinones [71, 105]

De plus la diversité structurale des composés polyphénoliques due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux

voies dans 1’élaboration de composés d’origine mixte, les flavonoides. [106]

> Effets biologiques des polyphénols :
IIs sont des molécules biologiquement actives, ils sont largement utilisés en thérapeutique
[65] Ces composés montrent des activités anti-carcinogénes, anti-inflammatoires,
antiathérogéenes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux

[107], anti-allergénes, vasodilatateurs [108] et antioxydants [109]. (Figure 1)
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Figure 1. Effets biologiques des polyphénols. [106]

L'activité antioxydante des polyphénols est reconnue et pourrait expliquer leur réle
potentiel dans la prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif, telles que le
cancer, les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives. [10, 12, 30]

De nombreux travaux suggerent que les polyphénols participent a la prévention des maladies
cardio-vasculaires. En inhibant I’oxydation des LDLs, ils limitent leur incrustation dans les
parois des artéres qui contribuent a 1’épaississement des parois et a réduire le flux de sang qui
parvient au niveau des tissus. [110]

Les polyphénols inhibent aussi I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomene

de thrombose, qui induit I’occlusion des artéres. Ainsi en prévenant I’arthérosclérose et les
risques de thrombose, ces composés limitent les risques d’infarctus du myocarde. [13]

La structure chimique est identique a tous les polyphénols : un ou plusieurs noyaux
aromatiques hydroxyles. [12]

Les polyphénols sont classés en différents groupes (Tableaul). [89] en fonction du

nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des éléments qui les relient. [12]
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Tableau 1 : Les principales classes de composés phénoliques [56]

Squelette | Classe Exemple Origine

carboné

Cs Phénol simples Catéchol

Ce-C1 Acides p-Hydroxybenzoiques Epices, fraise
hydroxybenzoiques

Ce6-Cs Acides Acides caféique, férulique Citrus
hydroxycinnamiqu | scopolétine, esculétine Citrus
es Coumarines

Ce-Ca Naphtoguinones Juglone Noix

C6-C2-Cs | Stilbénes Resvératrol Vigne

Ce-C3-Cs | Flavonoides, Kaempférol, quercétine, Fruits, 1égumes,
Flavonols Pélargonidines, Cyanidine fleures fruits
Anthocyanes, - Catéchine, épicatéchine rouges, pomme,
Flavanols Naringénines, Déidzéine raisin Citrus,
Flavanones, Soja,
Isoflavonoides pois

(Ce-Cs)2 Lignanes pénorésinol pin

(Ce-C3)n Lignines Bois, noyau des

fruits
(C15)n Tannins Raisins rouge,

kaki
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Figure 2 : Structures chimiques de principaux polyphénols. [101]

2.7.1. Les acides phénoliques
Ce sont les dérivés hydroxylés de I’acide benzoique et de 1’acide cinnamique. [9]
Les acides phénols et ces dérivés sont considérés comme responsables de ’activité
cholérétique de I’artichaut et les propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires des dérivés
salicylés. [97] Les composés posseédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont
I’acide caféique, ’acide gallique et I’acide chlorogénique. [98]
2.7. 2. Tannins

Les tanins sont des composeés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3 000 Da. [63]. Leur structure chimique leur confere une
capacité tres développée de se fixer sur des moléecules telles que les alcaloides, la gélatine, les
polysaccharides, et essentiellement les proteines.[66]

Les tanins sont des molécules biologiquement actives, douées d’activités
pharmacologiques remarquables et des effets significatifs sur la santé humaine, [68] ont de

grandes capacités antioxydantes dues a leurs noyaux phenols. [69] Elles ont la particularité
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d’inhiber la peroxydation des lipides, en agissant comme donneur de proton et accepteur de
radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme d’auto oxydation. [67]

Selon leur nature chimique ces composés sont divisés en deux classes: les tanins
hydrolysables et les tanins condensés. [58, 64]

2.7.3. Les flavonoides :

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. lls sont considerés comme des pigments quasi universels des
végétaux. [18]. IIs existent le plus souvent a 1’état naturel sous forme d’hétérosides. [70]

lIs ont un important champ d'action et possédent de nombreuses vertus médicinales
Antioxydants, ils sont particuliérement actifs dans le maintien d'une bonne circulation
Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales, et des effets
protecteurs sur le foie. [2]

> Localisation et distribution

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes. Ces molécules ont été
identifiées dans presque toutes les parties de la plante : les feuilles, les racines, les
tiges, les fleures, les graines et 1’écorce.[76] Les flavonoides sont trouvés dans les fruits, les
legumes, les noix, les herbes, les épices, aussi bien que dans le thé et le vin rouge. [77]

Dans la majorité des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosylée dans les
plantes car la glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus hydrosolubles
permettant alors leur stockage dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs, de
I’épiderme et du mésophile des feuilles, des parenchymes des tiges et racines. [1]

Dans le cas des fleures, ils sont concentrés dans les cellules épidermiques. [71]

» Structures chimiques et classification

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone[54] a 15 atomes
de carbone (C6-C3 -C6), constitué de deux noyaux aromatiques (ou anneaux) que désignent
les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygénés, qui désigne la lettre C (figure 3). [72]
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Figure 3 : Squelette de base des flavonoides. [102]

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et par conséquent,
possedent tous un méme squelette de base. [14] Basé sur le degré d’oxydation et de
substitution de la position 3 du cycle C, les flavonoides peuvent étre divises en six sous-
groupes (figure 4). Parmi ceux-ci nous trouvons :

e Les flavonols (kaempferol, quercetine).

e Les flavones (apigenine, luteoline).

e Les isoflavones (diadzeine, genisteine).

e Les flavanones (hesperetine, narigenine).

e Les flavanols ((+)-catéchine, (-)-epicatechine, epigallocatechine, epigallocatechine

gallate (EGCG).

e Les anthocyanes (perlagronidine, cyanidine, malvidine). [90]
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Flavanone flavone

Flavanonol flavonol

Flavan 3-ol isoflavone

Figure 4. Structures des différentes classes de flavonoides
. [103]
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» Activités biologiques des flavonoides
Les flavonoides sont des composants naturels hautement actifs. Plusieurs études ont
démontré une large gamme des effets biochimiques et pharmacologiques de ces molécules.
[54]
a. Activité antioxydant
Les flavonoides possedent une structure chimique aromatique permettant une
délocalisation électronique importante et donc une bonne stabilisation de leurs forme
radicalaires. C’est pourquoi les propriétés antioxydantes des flavonoides sont trés souvent
exprémées en terme de potentiel antiradicalaire. [5] sont des piégeurs efficaces des radicaux
libres les plus prooxydants, particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique. [38]
L’activité du piégeage des radicaux libres est I’un des mécanismes importants de I’activité
antioxydante, ce mécanisme est li¢ a leur structure et de I’arrangement des groupements
hydroxyles. [73]
Des études faites sur la capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres ont montré
que les composés les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critéres suivants :
e La structure ortho dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confére la
stabilité au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.
e Ladouble liaison C2-Csen conjugaison avec la fonction 4-oxo
e La présence du groupe 30H en combinaison avec la double liaison C2-Cs. A titre
d’exemple, la quercétine satisfait a tous ces critéres et par conséquent, elle est le

compose le plus actif de la famille des flavonoides (Figure 5) [14]

Figure 5 : Eléments essentiels pour l'activité antioxydante des flavonoides.
[14]

La propriété antiradicalaire des flavonoides (Flav-OH) est dirigée principalement vers le
radical hydroxyle (HO- ) et I’anion superoxyde (Oze-) aussi les radicaux peroxyl et alkoxyl.

par transfert d’hydrogéne . [74]

12
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De plus, ils ont une activité chélatrice des métaux tels que cuivre et fer, qui, a I’état libre,
peuvent étre a I’origine de la production de radicaux libres par les réactions de Fenton
d’Haber-Weiss. [38]

Les flavonoides sont aussi capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices
du Oze-ct d’autres especes réactives oxygénées, comme la xanthine oxydase, la protéine
kinase C, la cyclooxygenase, lipooxygenase, monooxygenase microsomal, et la glutathion S-
Transferase. Les flavonoides ayant une moitié catéchol sur le cycle B inhibent la
succinoxidase mitochondriale et la NADH oxydase. [78, 79]

b. Activite anti-inflammatoire

Sous I’action de la cyclooxygénase (CO) et la lipooxygénase (LO), I’acide
arachidonique se métabolise respectivement en prostaglandines, et leucotrienes induisant ainsi
des phénomenes inflammatoires. [14]

Les flavonoides inhibent la synthese des eicosanoides par inhibition de 1’activité de LO
et CO, aussi ils provoquent I’inhibition de la perooxydation non enzymatique des acides gras
poly insaturés nécessaires pour I’activation de ces oxygénases ce qui provoque un effet anti-
inflammatoire. [75] Cependant a de faibles concentrations, seule la lipooxygénase est
affectée. En outre, d’autres flavonoides tels que I’apigénine et la chrysine agissent

principalement sur ’activité de la cyclooxygénase. [14]

c. Activité anticancéreux

La plupart des flavonoides sont in vitro, antimutagenes ; par contre, quelques flavonols
sont sur les mémes modéles mutagenes et un petit nombre d'entre eux sont anticancérogenes
et inhibiteurs de la croissance des cellules tumorales in vitro. [71]
Les effets anti-carcinogénes de la quercétine et d'autres flavonoides deviennent de plus en
plus évidents. [57]

Les flavonoides peuvent agir comme des bloqueurs de ’activation métabolique des pro-
carcinogenes en carcinogenes, dans ce cas ils permettent une détoxification et/ou une élimination

des carcinogenes. [15]

d. Autres Activités biologiques
Les flavonoides sont des substances liposolubles et hydrosolubles. Ce sont surtout des

protecteurs vasculaires améliorant la résistance et la des vaisseaux aussi bien artériels que

13
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veineux. lls augmentent aussi la résistance des vaisseaux en protégeant le tissu conjonctif
périvasculaire des dégradations enzymatiques.

s favorisent les échanges liquidiens transcapillaires et la diffusion des protéines

plasmatiques. Ils protégent les LDL vis-a-vis de 1’oxydation. [36] Ils inhibent 1’adhésion et
I’agrégation plaquettaires. [37]
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1. Le stress oxydant

1.1. Le stress oxydant

Le stress oxydant est communément défini comme un deséquilibre entre les systemes
oxydants et les capacités anti-oxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire.[16, 32]

Le terme général de stress oxydatif est utilisé pour décrire une situation de dommages

causés par les radicaux libres. [17]
1.2. Le radical libre

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. [18] Les radicaux libres sont trés instables et réagissent rapidement avec d’autres

composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir de la stabilité. [19]

1.3. Source des radicaux libre

Les radicaux libres nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme normal.
[19] la pollution, le tabagisme, la prise de pilule contraceptive, 1’exposition immodérée au
soleil ou a des radiations sans protection suffisante, la pratique de sport de haut niveau et
I’inflammation chronique sont, par exemple, autant de sources de production des radicaux
libres. [39] En effet, toute réaction impliquant de 1’0xygéne et un systéme réducteur de
transfert d’électrons est susceptible de libérer des espéces réactives oxygénees. C’est ainsi que
la chaine respiratoire provoque une libération importante d’espéces réactives oxygénées, mais
dont I’intensité demeure controversée. D’autres activités enzymatiques fournissent aussi des
espéeces réactives oxygénées, notamment les NADPH oxydases au cours de 1’inflammation et
les cytochromes P450 au cours de la détoxication des xénobiotiques. Ainsi, la mitochondrie,
la membrane plasmique et le réticulum endoplasmiqgue sont les siéges principaux de libération

d’espéces reactives oxygéneées. [33]. (figure 6).
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Figure 6: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de
I’oxygene impliqué en biologie. [99]

1.4. nature des espeéces réactives oxygénées (ERO)

Parmi toutes les especes réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint de
ces composeés qui jouent un role particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux
primaires a savoir : 1’anion superoxyde (02"), le radical hydroxyle(OH"), le monoxyde d'azote
(NO"), le radical peroxyle (RO0") et le radical alkoxyle (RO"). Les autres radicaux libres, dits
radicaux secondaires telles que I’oxygeéne singulet 102, le peroxyde d’hydrogéne (H202) et le
nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule.[99]

1.4.1. Anion superoxyde : 02~

L’oxygene est normalement transformé en molécules d’eau au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale. [24] Environ 2 % de I'oxygéne subit une réduction
monoélectronique (addition d'un seul électron) conduisant a la formation du radical
superoxyde Oz"au niveau de I’ubiquinone (ou coenzyme Q). [20]

02+1e- — 0 [20]
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Les anions superoxydes ne sont pas trés réactifs et ont une demi-vie courte, mais ils
constituent des radicaux précurseurs et ils exercent leurs effets par la formation d’especes
radicalaires beaucoup plus réactives. [21]

1.4.2. Le peroxyde d’hydrogéne : H202

La dismutation de L'anion superoxyde (02~ )entraine la formation d'oxygene fondamental
et de peroxyde d’hydrogéne (H202).

L'H202 n'est pas un radical libre au sens propre mais il est extrémement réactif et posséde un
fort pouvoir oxydant. De plus, sa capacité a traverser les membranes biologiques fait qu’il

peut se a une grande distance de son lieu de production. [18]

SOD, 2 H+
02"+ 02~ — H202 + 02 [55]

1.4.3. Radical libre hydroxyle : (0H)

Le radical libre hydroxyle (OH") est tres réactif. Il peut réagir avec de nombreuses
molécules comme I’ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et étre a I’origine de
Iésions de nécrose. C’est un dérivé de 1’anion superoxyde. [91]

Selon la réaction de Fenton, I'H202 se décompose, en présence d'ions ferreux (Fe2+), en un
ion OH — et un radical hydroxyle (OH"):
[H202 + Fe2+ — OH + (OH—) + Fe3+]. [18]

1.4.4. Les radicaux alkyles Re et peroxyles ROOe

Les radicaux alkyles sont les derniers maillons dans la chaine de production des EROs ,
IIs sont les résultats de I’action oxydante de OH" sur les chaines d’acides gras polyinsaturés
(RH). Re et ROOe sont a I’origine des processus radicalaires en chaine et en particulier de la
peroxydation lipidique.[21]

1.4.5. Le monoxyde d’azote
Le monoxyde d’azote (N O.) est produit chez les organismes supérieurs par 1’oxydation de
I’un des atomes N terminaux de la L-arginine, cette réaction est catalysée par la nitrique
oxyde synthase (NOS). [80] selon la réaction suivante :

Nitrique oxyde synthase

L4 +
02+ Arginine + NADPH » NO + Citrulline + HZO + NADP
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Le monoxyde d’azote (NO) est un radical libre qui est surtout réputé pour ses proprietés
physiologiques. Or, le NO interagit avec 1’anion superoxyde pour donner le peroxynitrite,

composé extrémement réactif et toxique. [34]
1.4.6. Oxygene singulet: 102

Lorsque de I’énergie est apportée a 1’oxygene, celui-ci passe a 1’état singulet qui représente
la forme activée. C’est une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de
nombreuses molécules. Il est formé a partir de 1’anion superoxyde selon la réaction suivante :

.0-0. — 102 (sous I’action de la lumiére). [91]

1.5. Les dégats cellulaires

Les phénomenes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de I’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque
I’intensité de ces phénoménes augmente anormalement et dépasse la quantité d’antioxydants
disponibles. [100]

Leur principal danger vient des dommages qu’ils peuvent provoquer lorsqu’ils réagissent
avec des composants cellulaires importants tels que I’ADN ou la membrane cellulaire, avec
risque de multiplication anormale des cellules, entrainant un dysfonctionnement ou une mort
cellulaire, un cancer. [17]

1.5.1. Oxydation des proteines

Les acides aminés des protéines sont la cible des ERO.[81] Si la majorité des acides
aminés peuvent étre oxydeés par les ERO, les acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et
aromatiques (tyrosine, tryptophane) sont les plus sensibles.[82, 83, 84]

La cystéine une fois oxydée conduit a plusieurs composés comme ’acide cystéique, ou
génere des ponts disulfures. Ceux-ci peuvent étre aisément régénéres en fonction thiols, in
vivo par le glutathion réduit ou la thiorédoxine réduite. L’oxydation réversible de la cystéine
joue un réle important dans 1’activation ou I’inactivation de certaines protéines. Les acides
aminés basiques et aromatiques subissent en majorité des modifications d’hydroxylation. [21]

Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les ERO
sont a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes
incluant la fragmentation et 1I’oxydation des acides aminés. [22]

Les protéines modifiées deviennent généralement plus sensibles a I’action des protéases et

sont alors dirigées vers la dégradation protéolytique au niveau du protéasome. [85]
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1.5.2. Peroxydation lipidique
Les acides gras polyinsaturés comme les acides linoléiques ou arachidonique sont les
cibles privilégiées des ERO et plus particulierement des radicaux libres. [22]

Les mécanismes d’oxydation des composés insaturés biologiques présentent trois phases
principales :

- une phase d’initiation qui peut étre due a I’intervention d’un radical hydroxyl qui est
capable d’arracher un atome d’hydrogene.

- une phase de propagation : le radical formé Re va immédiatement réagir avec 1’oxygéne
moléculaire, donnant un radical peroxyl ROQs, qui va a son tour arracher un atome
d’hydrogéne sur la chaine insaturée voisine pour générer un hydroperoxyde ROOH instable et
un nouveau radical R assurant la propagation du processus.

- une phase de terminaison, ou se recombinent différents radicaux formés pour aboutir a des

composeés stables. [21]
1.5.3. Dégradation par oxydation de ’ADN

Les bases puriques, pyrimidiques et le désoxyribose sont la cible privilégiée des ERO, ils
sont alors transformés en produits de fragmentations et en bases oxydées.[82]

Les ERO peuvent réagir avec la guanine, base constitutive de I’ADN, pour la transformer
en 8-hydroxy-2’ déoxyguanosine (8-OH2DG) qui est capable d’induire des mutations
spécifiques pouvant conduire au développement du cancer. [22]

Les modifications des bases puriques et pyrimidiques, les cassures simple et double-brin,
et les sites abasiques, oxydés ou non, constituent les catégories principales de dommages
oxydatifs de I’ADN. [21]

2. Les antioxydants

Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniére continue au sein de notre
organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique d’ERO est assuré par des systemes
antioxydants. Un deficit ou un dysfonctionnement de ces systéemes engendre une

augmentation des dommages tissulaires. [18]

2.1. Définition

Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans danger avec les radicaux
libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient

endommageées. [19]
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Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup

d’énergie pour contrdler leurs niveaux d’espéces réactives de I’oxygéne (Figure 7). [86]

le
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) 2
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— —>

‘* SOD, Vit C
anion superoxyde peroxyde d' hydrogéne
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Figure 7 : Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygéne par les

systemes de défenses antioxydants [88]

2.2. Classification des antioxydants

Les mécanismes de défense anti-oxydante du corps humain peuvent étre divises en deux
catégories différentes. [19]
Les systémes de régulation se composent d’enzymes antioxydantes tels que les superoxydes
dismutases, la catalase et la glutathion peroxydase, et les antioxydants non enzymatiques tels
que la transferrine, I’albumine, la vitamine C, la vitamine E, le glutathion et I’acide urique.
[23]

2.2.1. Systemes antioxydants enzymatiques
2.2.1.1. La superoxyde dismutase
Comme l'indique son nom, la superoxyde dismutase (SOD) accéleére la dismutation de

l'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, Il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD
ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD) qui different
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selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur structure
quaternaire et leur localisation cellulaire. [87]
2.2.1.2. La catalase
La catalase est une enzyme extrémement active [92], retrouvée spécifiquement dans les
peroxysomes et les hématies.[21]Elle agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d'accélérer la dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire. [80]
2.2.1.3. La glutathion peroxydase
La glutathion peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un role tres important
dans la détoxification du peroxyde d’hydrogene, [80, 82], et d’autres hydroperoxydes
d’origine lipidique. Son substrat est le glutathion (GSH). [21]
2.2.2. Systemes antioxydants non enzymatiques

2.2.2.1. Le systeme glutathion

Le glutathion, un chélateur hydrophilique direct retrouvé dans pratiquement tous les
compartiments cellulaires, constitue un cofacteur pour la GPx et permet de régénérer les
vitamines C et E dans leur forme active. [21]
Le glutathion peut chélater les ions cuivreux et ainsi limiter les réactions de type Fenton. En
tant qu’antioxydant, le glutathion peut donc intervenir par deux types de mécanismes : la
capture d’espéces radicalaires et la participation a I’activité d’enzymes anti-oxydants. [21]
2.2.2.2. Pacide urique

L’acide urique comme produit final du métabolisme des purines, augmente dans le plasma
lors d’efforts physique intenses. [23] Il a été proposé comme un des meilleurs antioxydants du
plasma in vivo, ou il pourrait contribuer a 35-60% de la capacité antioxydante totale.[93, 94]
L’acide urique peut €tre oxydé en différents produits, puis est régénere par la vitamine C.

[95]

2.2.2.3. Autres anti-oxydants

Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme 1’haptoglobine, la ferritine,
I’albumine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydants,
comme les ions Fe../Fes.ou Cu../Cu.permettant par ce biais de prévenir la production des
radicaux libres par la réaction de Fenton. [82]
D’autres antioxydants sont de nature non enzymatique et doivent étre obtenus a partir de

I’alimentation puisqu’ils ne peuvent étre synthétisés par 1’étre humain[35], telles que les
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vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent
en piégeant les radicaux et en neutralisant 1’¢lectron non apparié, les transformant ainsi en
molécules stables.[88, 6] La vitamine piégeuse devient a son tour un radical qui sera détruit
ou régénéré par un autre systeéme. A titre d’exemple, la vitamine E est régénérée par la
vitamine C, elle-méme régénérée par les ascorbates réductases. [88] En ajoutent quelques
oligo-éléments (sélénium, cuivre et zinc) qui sont les cofacteurs de divers enzymes a activité

antioxydante. [26]
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1. Matériel vegétal

Limonium sp Desf. (Plumbaginaceae) a été récoltée durant le mois d’Avril en 2011 dans la
region de Mogheul prés de Bechar. Le matériel végétal a eété séché pendant plusieurs jours a
I’ombre. La détermination botanique a été réalisée par le Pr Kaabache (Département des sciences

de la nature et de la vie, Université Ferhat Abbas, Sétif).
2. Extraction

Les parties aériennes de Limonium sp (1500 g) sont coupées en petits morceaux et mises a
maceérer dans un mélange éthanol/ eau (70/30) pendant 24 a 48 heures. Cette opération est
répétée trois fois avec renouvellement du solvant. Apres concentration a une température
n’excédant pas 35 °C, nous avons obtenu un résidu sirupeux. Ce dernier est dilué avec de I’eau
distillée a raison de 600 ml pour 1kg de matiere seche puis additionné d’acétate de plomb
[(CH3COO)4Pb] pour éliminer la chlorophylle par précipitation. Aprés filtration, la phase
aqueuse obtenue est épuisée successivement par une extraction liquide-liquide dans une ampoule
a décanter en utilisant des solvants non miscibles a I’eau et de polarité croissante en
commengant par le chloroforme, puis 1’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les phases
organiques ainsi obtenues (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) sont séchées par du sulfate
de sodium anhydre pour éliminer toutes traces d’eau, puis filtrées et enfin concentrées a sec sous

pression réduite et pesées.

Le processus d’extraction est résumé par 1’organigramme suivant :
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e Concentration non a sec (t = 35 °C)
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(CH3COQ),Ph.
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Figure 8 : Récapitulatif de I’extraction des parties aériennes de Limonium sp
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3. Dosage des composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques totaux dans I'extrait a été déterminée en utilisant le
réactif de Folin- Ciocalteus selon la méthode de Singleton et al., 1999[40]. 20 pl de I'extrait
(1 mg / ml) a été mélangé avec 100 pl de réactif de Folin- Ciocalteus et 1580 pl d'eau
distillée, aprés 3 min on ajoute 300 pl de carbonate de sodium (Na2CO3) 20%. Le mélange
a été agité et I'absorbance a été mesurée a 765 nm apres 2 h de réaction a la température
ambiante. Tous les tests ont été effectués en triple. L'acide gallique a été utilise comme
standard. La courbe d'étalonnage (standard) a été préparé en utilisant 0, 50, 100, 150, 200,
250, 500 mg / L des solutions d'acide gallique dans le méthanol: eau (10:90, v /v). La
concentration des composés phénoliques totaux dans l'extrait a été déterminée en pg
d'équivalents d'acide gallique (GAE) par 1 mg de I'extrait a l'aide de I'équation suivante
obtenue a partir d'une courbe standard d'acide gallique (R2 = 0,991). Absorbance = 0,001 x
acide gallique (uQ).

4. Dosage des flavonoides totaux

Le teneur totale en flavonoides a été estimée selon la méthode décrite par Wang et al., 2008[41].
En bref, 2 0,5 ml d'échantillon, on a ajouté 0,5 ml de solution & 2% d'AICI3. Aprés 1 h
d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 420 nm. Le teneur totale en
flavonoides a été calculée en ug d'équivalents de quercétine (QE) pour 1 mg de I'extrait a l'aide
de I'équation suivante obtenue a partir d'un graphique de la quercétine standard (R2 = 0,983).
Absorbance = 0,34 x quercétine (ug) + 0,015.

5. Dosage de I'activité antiradicalaire DPPH

La capacité des échantillons d'essai de donneur d'hydrogéne a été examiné en présence de radical
DPPH (1,1- diphényl-2 - picrylhydrazyl) en utilisant la méthode décrite par Braca et al.,
2001[42]. 3 ml d'une solution méthanolique 0,004 % du DPPH a été ajouté a différentes
concentrations (1, 2,5, 5, 10, 15, 20, 30, 50, 75 ug / ml) des échantillons d'essai. Aprées 30
minutes d'incubation a température ambiante lI'absorbance a été mesurée a 517 nm. Le
pourcentage d'inhibition de radical DPPH (I %) a été calculé comme suit ;

1% = (DO contréle - DO échantillon / DO contrdle) x 100 ;

L'acide ascorbique a été utilisé comme contréle.

6. Inhibition de la peroxidation lipidique

La peroxydation lipidique dans le vitellus des ceufs est évaluée par le dosage de
malondialdéhyde (MDA) selon la méthode Cao U et Ikeda, 2009 [43]. En milieu acide et a
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chaud (pH 2 a 3, 100°C) une molécule de MDA est condensée avec deux molécules de thiobarbiturique

(TBA) pour former un complexe coloré enrose (lecture a532 nm).

H H HSYH H
nakondialdahyda =H
Wi0s) [H] o
Acide thiobarbtungue
iy (TEA)

5\/“ OoH  HO NYSH
I ‘-)_(r‘-N
o H H

Dérivé MDA (TBA),,

colore en rose

e Pour le dosage du MDA 1 g de vitellus sont additionné a 10 ml de solution de PSB
(20mM, pH 7.4) puis homogénéisés.

e [’homogénat est centrifugé pendant 20 minutes a 4000 tours/minute et le surnageant
obtenu est utilisé.

e 20,5 ml de surnageant (I’homogénat10%) Différentes concentrations de 1’extrait a tester
(0,10.2,0.3, 0.4, 0.5mg/ml) et 50ul FeSO4 (0.07 M) sont ajoutées.

e Apres 60 minutes d’incubation a une température 37 °C la réaction est stoppé par
I’adition de 1ml d’acide trichloracétique (TCA20% w/v) et 1.5 ml d’acide
thiobarbiturique (TBA) 1% respectivement.

e Le mélange est chauffé a 100 °C pendant 15 minutes, refroidi puis additionné 4 ml de n-
butanol.

e Apres centrifugation de 20 minutes a 4000 tours/minute, I’absorbance est déterminée au
spectrophotometre a 532nm.

e Les résultats du dosage sont exprimés en pourcentage d’inhibition.

e L’activité scavenger du lipide peroxydation (K, %) est calculé par 1’équation suivante:
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o K(%)=Ac— As/Ac x 100%

Ac absorbance de control, et As absorbance des échantillons testé

7. Modele expérimental In vivo

Notre étude expérimentale a porté sur des rats Wistar albinos adultes, pesant 180 g +
210 g (Institut Pasteur, Alger), acclimatées a une température ambiente. Les rats ont eu un

régime standard de laboratoire et I’eau est donnée ad libitum.

Une hépatotoxicité experimentale est induite par, I'éthanol a raison de 3g/kg dissous dans

I'eau distillée Les rat sont réparties en 4 lots expérimentaux a raison de 8 rats par lot:

témoins (T).

traité par, I'éthanol par gavage chaque 6 h (3dose)

traité par I'extrait butanolique de Limonium sp par gavage a raison de 100 mg/kg

dissous dans I'eau distillée (Ls),

traité par I'éthanol et I'extrait butanolique
7.1. Evaluation in vivo de la peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique dans le foie est évaluée par le dosage de malondialdéhyde

(MDA) selon la méthode d’Uchiyama and Mihara [44]. 1 g de foie est additionné a 5 ml de
solution de KCI (1.15%) puis homogénéisés. A 0,5 ml de I’homogénat, 3 ml d’acide phosphorique
(1 %) et 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA, 0,67%) sont additionnés. Le mélange est chauff¢ a
100 °C pendant 45 min, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol. Aprés centrifugation de 15
min a 3000 tours/minute, 1’absorbance est déterminée sur le surnageant a 532nm. Les résultats du

dosage sont exprimés en nmol/gr de foie.

7.2. Evaluation de I’activité enzymatique de GPx

L’activité enzymatique de GPx est déterminée par la méthode de Flohe et Gunzler, 1984
[45]. Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d'hydrogene (H,O;) en presence de
glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous l'influence de la GPx selon la
reaction suivante:

H,0,+ 2 GSH — > GSSG+ 2 H,0

Le dosage des protéines dans les fractions cytosoliques est réalisé par la méthode de
Lowry, 1951[46].
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7.3. Dosage de glutathion hépatique

Le dosage du glutathion hepatique (GSH) est déterminé par la méthode colorimétrique
d’Ellman [47]. Le principe est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5, 5°-
dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB) libérant ainsi 1’acide thionitrobenzoique (TNB) absorbant a
412 nm. Pour ce dosage, le foie est homogénéisé dans cing volumes de TCA 5% puis centrifugé
4 2000 rpm. 200 pl de surnageant sont dilués dans 1.8 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH 8). A
2 ml du mélange de dilution, 100ul de DTNB (0.01M) sont additionnés. L’absorbance est lue a
412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec le TCA 5 %. Les concentrations
sont exprimées en n mol/gr de foie.
7.4. Test de la fonction hépatique

Les activités enzymatiques d’aspartate transaminase (ASAT) et alanine transaminase
(ALAT), biomarqueurs de la fonction hépatique, sont determinées selon la méthode de

Bergmeyer et al [48] en utilisant des kits commerciaux (Quimica Clinica Aplicada S.A, Spain).
8. Evaluation statistique

Les résultats sont donnés sous forme de moyennes et d’écart-types. L’évaluation

statistique est effectuée en utilisant le test t de Student.
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1. Rendements d’extraction
L’extraction des flavonoides montre que I’extrait n-butanol représente le rendement le plus
¢leve (2.60 %), suivi de I’extrait d’acétate d’éthyle (0.86 %). Le rendement le plus faible est

obtenu par 1’extrait chloroformique (0.1%) (Tableau 2).

Tableau 2 : Rendement des extraits

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement
Chloroforme 15 0,1 %

Parties aériennes  Acétate d’éthyle 13 0,86 %

(1290 9) n-butanol 42 2.66 %

2. Dosage des composés phénoliques et flavonoides totaux
Les résultats obtenus montrent la richesse de Limonium sp en polyphénols et en flavonoides dont
la teneur est 343 g d'équivalents d'acide gallique / mg d'extrait et 220,5 pg d'équivalents de

quercétine / mg extrait respectivement.
3. Evaluation du pouvoir antioxydant

Les résultats figurant dans la courbe (figure 9) illustrent les pourcentages de 1’activité

antiradicalaire de I'extrait n-butanol de Limonium sp vis-a-vis du radical libre DPPH.
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Figure 9 : Pourcentage de I’activité antiradicalaire de 1 extraits n-butanol de Limonium sp vis-a-
vis du radical libre DPPH, classés selon I’ordre décroissant suivant (20 pg/ml):
vitamine C (96.00%) > extrait n-butanol (84.44%).

La capacité antiradicalaire de I'extraits n-butanol de Limonium sp et de I’acide ascorbique
(ttmoin positif) est dose-dépendante. Les valeurs d’ICsp, calculées sur une moyenne de trois
essais, sont les suivantes: acide ascorbique (ICso = 5 pg/ml), extrait butanolique (ICso = 14.92
pg/ml). Le pouvoir antioxydant de l'extrait vis a vis du DPPH°, le plus élevé (96%) est
observé avec une dose de 25 pg /ml; pouvoir équivalent & celui qu’exerce la vitamine C (96%) a
la méme concentration.

L’activité antiradicalaire de l'extraits n-butanol de Limonium sp est probablement liée a leur
richesse en composés phénoliques et en flavonoides.

4. Evaluation in vitro de la peroxydation lipidique:

La lecture de la figure 10, montre que 1’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique de I'extrait
est dose dépendant. Le pouvoir antioxydant de I'extrait vis a vis du LPO, le plus élevé
(76.00%) est observe avec une dose de 400 g /ml. I inhibition de la peroxydation lipidique exercé
par I'extrait due a La diminution de la concentration des radicaux libres produite par le FeSO,. Ces
résultats expliquent la propriété antioxydante des composés phénoliques démontrés dans

plusieurs travaux .
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Figure 10 : Inhibition de la peroxydation lipidique par I'extrait butanolique de Limonium sp

5. Effet de I'éthanol sur la fonction hépatique et I’action hépatoprotecteur de I’extrait
butanolique.

L’effet de I'éthanol sur les fonctions hépatiques avec ou sans I’extrait butanolique est
illustré par la figure 11. Une élévation significative (p<0.01) du niveau sérique de TGO
(aspartate transaminase) est observée chez les rats traitées par I'éthanol contre le groupe témoin.

L’administration de I'extrait butanolique temporise I’effet de I'éthanol et normalise la
valeur de cette enzyme. Les mémes remargues pour les variations de la TGP (alanine
transaminase). Il est probable que ce soit les composés polyphénoliques de I’extrait butanolique

qui préservent le foie de la toxicité provoquée par le I'éthanol.

91 - ETGO

m TGP
90 -

89 -

87 -

86 -

85 -

Control ETOH ETOH+Lb

Figure 11: Effet de I'éthanol, de I’extrait butanolique de Limonium sp sur la
fonction hépatique et sa libération des transaminases TGO et TGP. Les valeurs sont
données en moyenne * écart type. ** p< 0.01, * p< 0.05, comparativement au
groupe témoin.
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6. Evaluation la peroxydation lipidique et ’action protecteur de I’extrait butanolique.
L’effet de I'éthanol sur la peroxydation des lipides est illustré par la figure 12. La

lipoperoxydation est matérialisée par une augmentation significative du MDA (p<0.001),

comparé au groupe témoin. Le prétraitement par I’extrait butanolique diminue 1’oxydation des

lipides chez les rats.

0,45 -
*hk
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -

0,2 -

nmol/g tissue

0,15 -
0,1 -

0,05 -

O .
control EtOH Lb+EtOH
Figurel? : Effet de I’extrait butanolique de limonium sp sur la production du MDA
dans les cellules hépatiques Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. Test de
student: *** p < 0.001 comparativement au groupe témoin.

7. Effet de I'éthanol, de I’extrait butanolique sur le niveau de GSH
La figure 13 illustre I’effet de 1’extrait butanolique sur la variation de glutathion (GSH) dans
les cellules hépatiques chez les rats recevant I'éthanol, prétraitées ou non par I’extrait butanolique
de Limonium sp.
Nous avons remarqué une diminution trés hautement significative (p<0.001) de GSH chez
les rats recevant I'éthanol par rapport au groupe témoin. Par contre, chez les rats recevant
I'éthanol et prétraitées par 1’extrait butanolique on constate une elevation significative (p <0.05)

de GSH par rapport au groupe recevant I'éthanol.
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**k*x
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control EtOH Lb+EtOH

Figurel3 : Effet de I’extrait butanolique de limonium sp sur le niveau de GSH dans le foie. Les
valeurs sont données en moyenne + écart type. Test de Student: *** p < 0.001 comparativement au
groupe témoin.

8. Effet de I'éthanol, de I’extrait butanolique sur I’activité enzymatique de GPx

La figure 14 montre que 1’administration de I'éthanol provoque une augmentation
significative (p<0.001) de I'activité de GPx chez les rats traitées par I'éthanol comparés au
groupe normal. Par ailleurs, le prétraitement des animaux par 1’extrait butanolique (100 mg/kg)
associés avec I'éthanol, a normalisé la teneur cellulaire en ce facteur antioxydant dans

I’hépatocyte.
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Figure 14 : Effet préventif de I’extrait butanolique de Limonium sp sur la défense
enzymatique antioxydant (GPx) dans les hépatocytes, sous 1’effet d’un stress oxydant induit
par I'éthanol chez les rats. Les valeurs sont données en moyenne + écart type. Test de
Student: *** p < 0.01 comparativement au groupe témoin.

Au niveau du foie, organe principal du métabolisme, 1’éthanol est susceptible d’entrainer
diverses Iésions telles que la stéatose, la nécrose, 1’hépatite alcoolique aigué, la fibrose ou la
cirrhose. Les mécanismes impliqués dans le développement des maladies hépatiques chroniques
d’origine alcoolique demeurent encore une énigme. Néanmoins, la fréquence de 1’hépatotoxicité
est liée a I'age, a la dose et a la durée du traitement.

De nombreux arguments montrent que I'éthanol est responsable au niveau hépatique d’un
stress oxydant résultant d'un déséquilibre entre la production d'espéces réactives oxygénées
(ERO), pro-oxydantes, et les systémes intrinseques de protection antioxydante. Ceci suggére que
des supplémentassions en antioxydants pourraient présenter un intérét dans la réduction du stress

oxydant et la limitation de 1’évolution des atteintes hépatiques

Dans la présente étude, nous avons investi les marqueurs du stress oxydatif génére par
I'éthanol dans les hépatocytes et étudié 1’effet antioxydant et hépatoprotecteur d’un extrait
butanolique de limonium sp vis-a-vis de 1’hépatotoxicité induite par I'éthanol.

Les résultats ont montré clairement une élévation significative du MDA, lorsque les
animaux sont traités avec I'éthanol, traduisant une augmentation de la lipoperoxydation et par
conséquent des dommages tissulaires par formation excessive de radicaux libres [49,50]. Ce

constat est susceptible d’expliquer la fuite des transaminases hépatiques et leur passage au
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niveau sanguin. Par contre, I’administration préventive de I’extrait butanolique associés avec
I'éthanol, maintient 1’équilibre du systéme redox intrahépatocytaire. Ces résultats sont en accord
avec ceux obtenus par Hassan, 2012 [51].

Le glutathion réduit (GSH), antioxydant non enzymatique, constitue la premiere ligne de
défense antiradicalaire. La déplétion du GSH hépatique est généralement associée a
I’hépatotoxicité [52]. Dans la présente étude, les résultats ont révélé une déplétion significative
du GSH heépatique chez les rats traités par I'éthanol. Par contre, la teneur hépatocytaire de GSH
est maintenue a son niveau cellulaire normal quand les rats sont traités par I'éthanol associée a
I’extrait butanolique de Limonium sp. Grace a leur pouvoir antiradicalaire, les polyphenols
présents dans cet extrait sont en effet capables d’empécher la chute du GSH en stimulant sa
régénération a partir de GSSG suite a la neutralisation des especes réactives de I'oxygene. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus dans I’étude de ’activité antioxydante et

hépatoprotectrice des extraits de Phyllanthus amarus et Eclipta prostrata [53].

Les espéces réactives de I'oxygene (ERO), par une réactivité élevée et une vie trés courte,
sont analysées indirectement par 1’évaluation d'un enzyme antioxydant, la GPX. L augmentation
de I’activité de la GPx est observée dans le foie des rats traitées par I'éthanol ou nous avons
observé une elevation importante. Ce résultat peut expliquer une production intensive de H,O,
suite au traitement des rats par I'éthanol. Par contre, le prétraitement des rats par 1’extrait
butanolique de limonium sp atténue completement ces effets puisque le taux de GPx reviennent a
la normale. Ces résultats confirment les propriétés antioxydantes des composés phénoliques

démontrés dans plusieurs travaux.
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Conclusion

L extrait butanolique de limonium sp est riche en polyphénols, et peuvent étre
considéré comme une source naturelle trés importante de constituants phytopharmaceutiques
utilisés pour diminue les radicaux libres responsables de nombreuses pathologies. L extrait
butanolique a montré un excellent pouvoir inhibiteur de la peroxydation lipidique et celle du
piégeage du radical libre DPPH.

L'expérimentation réalisée dans le cadre de cette étude a confirmé I'effet hépatotoxique
de I'éthanol. Ses effets se traduisent par un dommage tissulaire profond suite a la production
intensive des radicaux libres provoquant un déséquilibre dans le statut redox cellulaire.

L’extrait butanolique de Limonium sp jouent un rdle protecteur vis-a-vis du stress
oxydatif produites dans le foie par I'éthanol. Nos résultats montrent que I'extrait butanolique
de Limonium sp contient des composés phénoliques antioxydants piégeurs de radicaux libres
qui protégent les hépatocytes contre la lésion oxydante de I'éthanol.

De méme, il serait intéressant d'envisager I'utilisation de ressources naturelles pour
remplacer les anti-oxydants de syntheses largement utilisés en industrie agro alimentaire et

pharmaceutique.
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Résumé

Dans cette étude, nous avons tenté d’évaluer I’activité antioxydante de 1’extrait n-butanol
prépareé a partir des parties aériennes de Limonium sp.

Nous avons tout d’abord procédé aux dosages quantitatifs colorimétriques par un
spectrophotometre UV-Vis des polyphénols totaux, ainsi que les flavonoides comme étant la
classe la plus importante de la famille des polyphénols

Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des
flavonoides par la méthode d’ AICIs ont révelé la richesse du Limonium sp en polyphénols, ou
la teneur est 343 ug EAG / mg d'extrait et 220,5 ug EQ / mg extrait respectivement.

Le pouvoir antioxydant de I’extrait a été évalué in vitro par les tests du DPPHe et I’Inhibition
de la peroxydation lipidique dans le vitellus des eeufs, la Vitamine C est utilisé comme
contréle. Des résultats obtenus, il ressort que ces polyphénols ont une grande capacité de
piéger le radical DPPHe et d’inhiber la peroxydation lipidique avec un pourcentage
appréciable de 1’ordre de 76.00%.

Les activités antioxydantes de I’extrait n-butanol de Limonium sp est confirmé in vivo chez le
rat, I’administration de 1’extrait butanolique par voie orale a raison de 100 mg/kg et de

1’éthanol chaque 6 h (3dose) pendant 2 jours, a entrainé une action hépatoprotecteur.

Mots clés: Limonium sp, polyphénol, flavonoides, Activités Antioxydantes, Stress oxydant.
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Abstract

In this study we tried to estimate the antioxidant activity of n-butanol extract prepared from
the aerien part of Limonium sp.

First, we carried out colorimetric quantification by a spectrophotometer UV-Vis of total
polyphenols as well as the flavonoids being the most important class of the family of
polyphenols.

The quantification of total polyphenols using the Folin-Ciocalteu method and of the
flavonoids using the AICIs method revealed the richness of the Limonium sp in polyphenols.
The content of the extract in phenolic compounds was respectively 343ug EAG/mg of extract
and 220.5 ug EQ/mg of extract.

The antioxidant capacity of this extract was evaluated in vitro by these tests: DPPH- free
radical scavenging assay and Inhibition of lipid peroxydation in the vitellus, Compared with
vitamin C. The extract demonstrated a great capacity to scavenge the DPPH. radical and to
inhibit lipid peroxydation with respectable percentages of about 76.00 %.

The antioxidant activities of the n-butanolic extract of Limonium sp is confirmed by an in vivo
assay in rat, the oral administration of the extract (100 mg/kg) and ethanol each 6 h (3 time)

during 2days, result in hepatoprotective action.

Key Words: Limonium sp, Polyphenols, Flavonoids, Antioxidant activity, Stress oxidant.
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Annexe

Classification:

Kingdom: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Class: Magnoliopsida
Order: Caryophyllales
Family: Plumbaginaceae
Genus: Limonium

Species: Limonium sp
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Résumé

Dans cette étude, nous avons tenté d’évaluer I’ activité antioxydante de n-butanol I’extrait
préparé a partir des parties aériennes de Limonium sp.

Nous avons tout d’abord procédé aux dosages quantitatifs colorimétriques par un
spectrophotometre UV-Vis des polyphénols totaux, ainsi que les flavonoides comme étant la
classe la plus importante de la famille des polyphénols

Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des
flavonoides par la méthode d’AICI3 ont révélé la richesse du Limonium sp en polyphénols, ou
la teneur est 343 pug EAG / mg d'extrait et 220,5 ug EQ / mg extrait respectivement.

Le pouvoir antioxydant de I’extrait a été évalué in vitro par les tests du DPPH-e et I’Inhibition
de la peroxydation lipidique dans le vitellus des ceufs, la Vitamine C est utulisé comme
controle. Des résultats obtenus, il ressort que ces polyphénols ont une grande capacité de
piéger le radical DPPHe et d’inhiber la peroxydation lipidique avec un pourcentage
appréciable de I’ordre de 76.00%.

Les activités antioxydantes de I’extrait n-butanol de Limonium sp est confirme in vivo chez le
rat, ’administration de I’extrait butanolique par voie orale a raison de 100 mg/kg et de

I’éthanol chaque 6 h (3dose) pendant 2 jours, a entrainé une action hépatoprotecteur.

Mots clés: Limonium sp, polyphénol, flavonoides, Activités Antioxydantes, Stress oxydant.
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