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Introduction générale

Durant des siécles et méme des millénaires, nos ancétres ont utilisé les plantes pour
soulager leurs douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures. De génération en
génération, ils ont transmis leur savoir et leurs expériences en s’effor¢ant quand ils le
pouvaient de les consigner par écrit [

Les plantes médicinales demeurent encore une source de soins médicaux dans les pays
en voie de développement, en absence d’un systéme médical moderne.

Dans les pays en voie de développement, ou les médicaments a base de plantes sont toujours
utilisés par de nombreuses populations pour des soins sanitaires, le pouvoir thérapeutique des
plantes était connu de fagon empirique.

D’autre part, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits
chimiques synthétiques utilisés en médecine ou dans 1’industrie alimentaire. Face aux limites
thérapeutiques des medicaments chimiques, le développement de la recherche sur les plantes
médicinales a été orienté vers I'obtention de phytomédicaments. Ce développement constitue
une étape indispensable pour I'essor de tout un secteur lié aux besoins non seulement de la
thérapie, mais aussi de I'industrie agroalimentaire, de la cosmétique et de la parfumerie 2
L'Algérie, connue par sa biodiversite et sa flore tres diversifiée, est une plate-forme
géographique tres importante qui mérite d'étre explorée dans le domaine de la recherche de
nouvelles molécules & propriétés thérapeutiques =

Ce qui nous a encouragés I’étudier pouvoir antioxydant, anti inflammatoire et
antimicrobien, d’une plante médicinale de notre région a savoir 1’éphédra sinica.

Ainsi, le présent travail, est composé de deux parties distinctes :
Dans une premiére partie, nous présentons une mise au point bibliographique est menée sur :

v L’histoire des plantes médicinales au cours du temps.

v La définition, et importance de la plante sélectionnée.

v Ensuite nous décrivons une apercue sur l’activité antioxydante et anti-

inflammatoire.

La deuxieme partie de notre travail concernera la partie expérimentale de cette étude,
avec une présentation de différentes techniques d’analyse utilisées au cours de ce travail et
présentation des résultats obtenus qui seront suivis d’une discussion et d’une conclusion
génerale.

Enfin, une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.
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Chapitre I : Apercu sur la plante Ephédra
Sinica

Sommaire
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Dans ce chapitre on va présenter I’une de ces médicaments naturels qui est I’éphédra avec sa

description, composition, utilisation, et ses genres ...



Chapitre | Apercu sur la plante Ephédra Sinica

I.1.Plantes médicinales et phytothérapie
1.1.1.Definitions

Il existe plusieurs définitions pour désigner une plante médicinale mais, pour faire
simple, le terme désigne une plante ou une partie d'une plante possédant des substances
appelées principes actifs, pouvant étre utilisés a des fins thérapeutiques sans effets nocifs aux
doses recommandées.

Une « drogue végétale dont au moins une partie posséde des propriétes
médicamenteuses ». Une « drogue vegétale » est une plante ou une partie de plante, utilisées
en I’état, soit le plus souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais. L expression drogue
végeétale ou, plus couramment, drogue, désigne donc une matiere premiere naturelle servant a
la fabrication des médicaments .

Etymologiquement, du grec « phyton » qui signifie plante et « therapein » qui signifie
soigner. La phytothérapie est I'utilisation de plantes a des fins thérapeutiques.

Ayant conjointement évoluée avec le développement scientifique et industriel, la
phytothérapie revét désormais des pratiques variées.

La littérature scientifique, de méme que la législation des médicaments a base de plantes
distinguent, sans systématiquement les opposer, l'approche traditionnelle et I'approche
scientifique de la phytothérapie .

1.2.Historique

Depuis des milliers d’années, I’homme utilisé les plantes trouvées dans la nature, pour
traiter et soigner les blessures et les maladies.

Ce sont les égyptiens, 3150-1085 avant Jésus Les végétaux peuplaient la planéte bien
avant ’homme et ont d’abord servi & le nourrir via la cueillette puis la culture. Leur emploi a
rapidement évolué en constatant leurs propriétés thérapeutiques -Christ, de 1’époque
pharaonique, qui furent les premiéres a avoir recours aux plantes aromatiques pour embaumer
les morts, avec notamment un mélange d’huiles essentielles comme I’huile de cédre, de
basilic,et en utilisant des plantes aux propriétés antiseptiques connues comme le nard de
I’Himalaya, la cannelle, le ciste, des produits de sécrétion aromatique comme [’encens ou la
myrrhe.

En Occident, dans la Gréce antique, Hippocrate (460-377 av. J.-C.), surnommé le pere
de la medecine, recommandait déja I’asperge et 1’ail pour leurs vertus diurétiques, le pavot
comme hypnotique et les feuilles de saule pour soulager douleurs et fiévre... Au début de
notre ére, un autre médecin grec, Dioscoride, établit le premier herbier des plantes
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médicinales. Traduit en arabe et en persan, ce traité sera utilisé quelques siécles plus tard par
les savants musulmans, qui influenceront les grandes universités de 1’époque, notamment
celle de Montpellier, le centre européen le plus réputé en botanique.

Les grands médecins : Galien, Discoride, ont trouvé des milliers de reméde dans les
plantes. Les médecins arabes du moyen Age : AL-Rhazi, Avicenne, soignaient tous leur
malades par les plantes ou les alimentaires .
1.3.Les plantes médicinales en Algérie

Les premiers écrits sur les plantes médicinales ont été fait au IXéme si¢cle par Isha-Ben-
Amran et Abdallah-Ben-Lounes né a Oran, et qui décrit 1’'usage de beaucoup déplantes
médicinales, mais la plus grande production de livres a été réalisée au dix-septiemes au dix-
huitieme siecle [,

Méme pendant le colonialisme Francais de 1830 a 1962, les botanistes ont réussi
acataloguer un grand nombre d’espéces comme médicinales et un livre sur les plantes
médicinales et aromatiques d’Algérie a été publi¢ en 1942 par Forment et Roques ou ils ont
mentionné décrit et étudi¢ 200 especes. La plupart d’entre elles étaient du Nordde I’ Algérie et
seulement 6 espéces ont été localisées au Sahara .
1.3.1.Marché

Quant a la grande diversité des plantes médicinales en Algérie et leur usage, une synthese
regroupant toutes ces informations a 1’échelle nationale devrait étre rapidement entreprise.
Des chiffres recueillis auprés du centre national du registre de commerce, montrent qu'a la fin
de l'année 2009, I'Algérie comptait 1.926 vendeurs spécialisés dans la vente d'herbes
médicinales, dont 1.393 sédentaires et 533 ambulants. La capitale en abritait, a elle seule, le
plus grand nombre avec 199 magasins, suivie de la wilaya de Sétif (107), Bechar (100) et El
Oued avec 60 magasins !,

L’ Algérie a importé en 2015 pour plus de 19 millions de dollars en plantes aromatiques et
médicinales (PAM), en dépit des potentialités que renferme le pays pour développer ce type
de culture qui a trouvé une large clientéle dans la mesure ou le nombre de magasins
spécialisés dans la vente de ces plantes est en constante progression dans les quatre coins du
pays.

D'ailleurs dans ce domaine, I'Algérie est classée 74°™ importateur au niveau mondial de
plantes aromatiques et médicinales et 44°™ mondial pour les importations des huiles

essentielles 1O 11,
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1.3.2.Répartition géographique

Avec une superficie de 2 381 741 km? I’Algérie est le plus grand pays riverain de la
Méditerranée. Il est reconnu par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques,
ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans I’ensemble des terroirs du pays. Ce sont
des savoir-faire ancestraux transmis de génération en génération chez les populations, le plus
souvent rurales. C’est un héritage familial oral, dominant en particulier chez les femmes agées
et illettrées 2,

Dans le Hoggar et en absence de médecins, dans certaines contrées isolées, les Touaregs
se soignent avec les plantes médicinales et aromatiques dont ils connaissent le secret transmis
de pere en fils. En Kabylie, lorsqu’il y a de la neige et que les routes sont coupées, les
montagnards utilisent des plantes médicinales et aromatiques pour se soigner (fumigation de
feuilles d’eucalyptus contre la grippe). Dans la steppe pendant les transhumances, les

nomades utilisent ’armoise blanche pour lutter contre les indigestions.

Figure 1.1 : Plantes médicinales, source potentielle de revenus extérieurs 3!,

La richesse de la flore algérienne est donc incontestable, elle recele un grand nombre
d’especes classées en fonction de leur degré de rareté : 289 especes assez rares, 647 especes
rares, 640 especes tres rares, 35 especes rarissimes et 168 espéces endémiques (FAO, 2012)
Ces plantes sont certes abondantes, mais dispersées géographiquement et ont des potentialités
de rendement faible, leur contrble est difficile, leur exploitation ne suffit pas a couvrir les

besoins nationaux de la médecine, la pharmacie et de I’herboristerie. Ces plantes se localisent
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majoritairement dans des Zones Importantes pour les Plantes (ZIP). Une ZIP est un « site

naturel ou semi-naturel présentant une richesse botanique exceptionnelle et/ou une

composition remarquable de plantes. Yahi et al, en 2010 sur la base d'un travail

bibliographique ont défini 14 ZIP en Algérie tellienne (tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Zones importantes pour les plantes en Algérie tellienne.

Les zip description Donnees floristiques
El kala 2 Monts de la medjerda 32 menacees ,20
endémiques
Péninsule de I’Edough Monts et péninsule 38 menacees ,11
endemiques
Belezma Massif forestier 43 menaceées ,12

endémiques

Chaine des babors

Massif forestier

50 menacees ,23

endemiques

Massif de 1’ Akfadou

Massif forestier

38menacees ,28 endemiques

Djurdjura

Massif forestier et pelouses

orophytiques

88 menacees ,40

endemiques

Theniet El had

Massif forestier

30 menacees ,19

endémiques

Chrea

Massif forestier et gorges

63 menacees ,22

endemiques

Djebel ouahch

Milieux ouverts

21 menacees ,12

endemiques
Gouraya Matorral et falaises calcaires | 17 menacées ,11
endemiques
El kala 1 Complexe de zones humides | 94 menacees ,20
et littorales endemiques
Guerbés Plaine,milieu marécageux 41 menacees ,4 endemiques

Sahel d’oran

Falaises et dunes cotiéres

36 menacees ,2

endemiques
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La plupart de ces ZIP se situent en zones forestieres. Deux seulement en zones

humides et une derniére en zone littorale. Aucune n’est située en zone aride, alors méme que

des plantes endémiques y sont présentes 4261,

Figure 1.2 : La répartition géographique des ZIP

1.4.Généralités sur I’éphédra
1.4.1.Genre Ephédra

La famille des Ephedraceae représentée par le seul genre /’éphédra inclue environ 40
espéces dans le monde 7. Est représentée par des arbustes dioiques vivaces a rameaux
articulés, qui peuvent atteindre 1 & 3 métre de haut, avec de minces tiges dressées, verts
jaunatres, intersectées et légérement nervurées, a canalicules de 1,5 mm de diametre et qui se
termine par une pointe souvent acérée. Au niveau des nceuds, qui sont ecarté de 4 a 6 cm, les
feuilles réduites en écailles apparaissent triangulaires qui se développent en paires opposées
ou en verticilles de trois, donnant a la plante ’aspect d’un arbuste sans feuille. De petites

fleurs apparaissent en été (8291,
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1.3.2. Sous espece Ephédra sinica
1.3.2.1.Position systématique !

Nom latin éphédra sinica

Nom anglais éphédra

Nom anglais Epheédra, raisin de mer
Nom vernaculaire Azrem, alenda
Famille ephedracees

Partie utilisée tige (rameaux)
Constituants Alcaloides ; Ephédrine

1.3.2.2.Description botanique

L'éphédra sinica est un arbuste de 50 cm & 1 metre de hauteur. Les tiges fortes, fines,
cylindriques et ramifiées conférent un aspect touffu, vert glauque. Elles supportent des
feuilles opposées, longues, brunes, mortes et membraneuses sur les pieds ages. C'est un
arbrisseau trapu et dioique (il y a des males et des femelles). A chaque ramification, il
présente une gaine (feuille modifiée) de forme allongée et bilobée.

Les fleurs sont de couleur jaune et les fruits rouges sont des akenes (un fruit a graine
unique) qui ressemblent a des baies ou a des grains de raisins. Certaines especes d'éphédra ne
contiennent pas d'éphédrine, la substance active que contient I'éphédra sinica et ses cousins.

Elle préfeére les sols sablonneux 2.

10
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1.3.2.3.Répartition géographique

Figure 1.2 : L éphédra sinica %,

Apercu sur la plante Ephédra Sinica

Les espéces de ce genre peuvent pousser dans des conditions semi-arides et désertiques, ce

qui rend les six continents appropriés pour la croissance de ce genre. Ce dernier se développe

habituellement dans des sols sableux, des pentes séches et des cotés secs de montagnes . Et qui

poussent surtout dans la Chine, I'Inde, I'Egypte, le Moyen-Orient, en Europe et dans les Amériques ).

Robinson Projection
0 1000 2000Mi
| S —

| A —
0 1000 2000 3000 4000Km

Figure 1-3 : Répartition géographique de I'Ephédra dans le monde

Canary Islands

;Y

Basemap Produced by:
The Carlographic Section
Dept. of Geagraphy
Uno

[26]
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En Algérie, I'éphédra se trouve dans le Sahara septentrional et occidental au niveau
des terrains sableux, des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle est méme rencontrée dans
le sable de I'étage tropical et la Hamada de Tinghert °!.

Dans notre région la wilaya de khenchela : L’éphédra est une plante vivace qui grandit
dans les collines de montagne et terres non agricoles et sur les banques des vallées séches
dans la région de Chechar (Tabergda, Siaire, Djalal, Chehada, Khirane, Désert EI mamcha,

Village Nasseh et Henchir ...) #7),

" Oum El Bouaghi

Khenchela

Tebessa

Biskra

El OQOued

Figure 1.4 : Carte géographique represente le site de wilaya de khenchela dans

I’ Algérie [28]

1.3.2.4.Utilisation thérapeutique
En Algérie, [’éphédra s’utilise contre la grippe, la coqueluche et la faiblesse générale
en tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales contre les rhumes.
Au Maroc, elle est utilisée pour lutter contre le diabéte. Ainsi, les tiges broyées
d’Ephédra dans du beurre, seraient ingérees par les femmes du Sahara pour avorter.
En Egypte, éphédra est utilisée en médecine traditionnelle comme dépurative,

hypotensive, antiasthmatique et agent astringent 2%,

12
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En Médecine traditionnelle chinois ; I'éphédra est utile pour traiter les infections
respiratoires, l'asthme, I'eczéma, la rhinite allergique (rhume des foins), I'edéme et la
narcolepsie. La médecine kempo (Japon) reprend systématiquement les usages médicinaux et
les formules de la MTC. Quant a la médecine ayurvédique (Inde), elle reconnait depuis
longtemps l'utilité de I'éphedra pour traiter I'asthme, les spasmes, le rhume des foins et les
allergies.

Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes séchées, qui
sont usuellement bouillies dans de 1’eau pendant environ trente minutes et administrées
comme thé chaud 1%,
1.3.2.5. Pharmacologie

L’effet pharmacologique de cet arbuste semble étre attribuable & ses alcaloides de
types éphédrine, principalement (-) éphédrine et (+) pseudo éphédrine B.L'éphédrine et la
pseudo éphédrine ont également une structure similaire a celle de I'adrénaline. (Autrement
connu sous le nom d'épinéphrine), une hormone / neurotransmetteur importante, et sont
classés physiologiguement comme adrénergiques (imitateurs de I'adrénaline) ou agents
sympathomimeétiques. lls peuvent avoir des effets agonistes directs au niveau des récepteurs
adrénergiques (o et B) des effets indirects en provoquant la libération de noradrénaline
(noradrénaline) endogéne provenant de neurones sympathiques ou effets sur d'autres
récepteurs inconnus. Ephédrine provoque la sérotonine centrale et libération de dopamine, ce
qui pourrait contribuer a sa nature suspecte de dépendance. De nombreux effets se produisent
dans le corps a la suite de l'activation des récepteurs adrénergiques.

L’action décongestionnante du pseudo éphédrine résulte de la vasoconstriction de des
vaisseaux sanguins dans les membranes nasales, causant moins de liquide a quitter les
vaisseaux, moins production de mucus et inflammation moins importante des membranes
nasales. Cependant, les muscles bronchiques sont relachés, entrainant une broncho dilatation
et une respiration, qui soulage l'essoufflement dans l'asthme. Fréquence respiratoire et
fréquence cardiaque, en plus de la pression artérielle, sont augmentées 2%,
1.3.2.6.Toxicologie

Les especes de I'Ephédra ont des effets bénéfiques et néfastes. Un traitement prolongé
peut provoquer une accoutumance, angoisse, tremblements et insomnie. A forte dose,
I'éphédra risque des agitations fortes, tellement I'effet sera stimulant et I'intoxication peut étre
létale.

v" Les signes d'intoxication :

13
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Des vomissements, des céphalées accompagneées de sueurs et des coliques.
v' Contre-indications :
L'insuffisance coronaire, glaucome et hypertension.
Attention aux interactions médicamenteuses avec les antidépresseurs 2.
1.3.2.7. Travaux antérieurs
1.3.2.7.1. Activités biologiques de la plante
a) Activité antimicrobienne
L’éphédra s’est révélée avoir une activité antivirale élevée contre le HSV (Herpes
simplex virus). L'extrait aqueux D’éphédra égyptienne présente un potentiel d'inhibition
significatif in vitro et in vivo contre la croissance et la production d'aflatoxines par
Aspergillus flavus. Ghanem et EI-Magly ont montré que ’extrait acétonitrile de I'E.alata de
I'Egypte présente simultanément, une forte activité contre des bactéries a gram+ et a gram-
ainsi que des champignons et champignons de type levure. L'E.alata de la région d’Ouargla
testé par Kessal et Bouafia (2003) et Chebouat et al. (2014) s'est révélée avoir des activités
plus ou moins importantes sur la croissance de bactéries a gram positif et a gram négatif selon
la souche ciblée.
b) Effet sur la masse corporelle
Une étude réalisée par (Boozer et al., 2001) a montré qu’un mélange d ‘Ephédra et de
guarana favorise efficacement et a court terme (8 semaines) la perte de poids chez des sujets
en surpoids. Un tel effet a été principalement attribué a une augmentation de la tonicité
sympathomimétique entrainant une augmentation de la lipolyse et la glycogénolyse, avec la
stimulation sympathique du centre de la satiété central conduisant a la suppression de I'appétit
[31].
c) Action sur la pression artérielle
Les croyances chinoises prétendent que la partie aérienne et souterraine de /’Ephédra
ont des effets opposés. Cela a été confirmé, pour l'action sur la pression artérielle, par des
tests sur des animaux. Un polyphénol nommé [I’Ephedrannine A isolé a partir des racines de
la plante ainsi qu'un type mineure d’alcaloides dans la plante isolé¢ de ses racines, nommé
[’Ephedradine, présentaient un effet hypotensif. Par contre, 1’éphédrine présente une action
hypertensive.
d) Effet hypoglycémiant
Cing glycanes actifs isolés de E.distachya : Ephedranes A, B, C, D et E ont réduit

significativement le taux de glucose sanguin chez des souris normales et diabétiques. Ainsi

14
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que I’extrait alcoolique de I’E.alata a présenté un abaissement persistant du taux de glucose
sanguin une heure apres son administration a des rats a jeun.
e) Effet anti-inflammatoire

L’extrait aqueux de /’E.sinica présente une propriété inhibitrice de complément a la
fois dans le sérum animal et humain. Ceci pourrait expliquer I'utilisation de la plante dans la
médecine chinoise traditionnelle dans le cas de néphrite aigue. Ont rapporté que la partie
aérienne des especes d'Ephédra contient de [’Ephedroxane qui s’est révélée également
posséder une activité anti-inflammatoire 2.
1.3.2.7.2.Chimie de la plante

Les constituants les plus connus de I’espéce Ephédra sont optiqguement actifs,

structurellement alcaloides relativement simples. Le composant principal est 1’éphédrine (-) -
éphédrine [(R, S 2-méthylamino-1-phénylpropane-1-ol], avec des quantités mineures de (+) -
pseudo éphédrine [(S, S-2-méthylamino-1-phénylpropane-1-ol] et le nor- (déméthyle)
correspondant et les dérivés N, N-diméthyle des deux composés. Stéréochimiquement,
1’éphédrine (-) - a la configuration (1R, 2S) et La pseudo éphédrine (+) a la configuration (1S,
2S). Presque tous les commerciaux les applications de I'éphédra proviennent de ces alcaloides

N-méthyles %1,

0

I
le]
I

NHCH NHCH.

CHgy
CHs
{-)-Ephedrine

(+)-Pseudoephedrine

Figure 1.5 : structure d’éphédrine et de La pseudo éphédrine

Plus de 50 especes d'éphédra sont originaires de deux hémispheéres, mais la détection
des alcaloides de la série de I'éphédrine a été limitée a des especes en Eurasie dont /’Ephédra
sinica est la principale source, tandis que les especes américaines telle que E. nevadensis
connue comme le thé de désert sont considérées comme dépourvues de ces métabolites .Le
tableau montre d'autres types d'alcaloides mineurs isolés a partir de différents especes
d'éphédra B,

15



Chapitre | Apercu sur la plante Ephédra Sinica

[31]

Tableau 1.2: Principaux alcaloides isolés du genre Ephédra autres que 1’éphédrine

Néanmoins, ce type d’alcaloides ne représente pas les seuls alcaloides identifiés dans la
plante. Il existe d'autres types d'alcaloides mineurs isolés a partir de différents especes
d'Ephédra B2,

a) Flavonoides

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux. lls interviennent aussi
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dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques
microbiennes B3,
Les flavonoides des especes de /’Ephédra comprennent principalement des di-C-glycosyl
flavones, flavonol-3-O-glycosides et proanthocyanidines B4,
b) Tanins
Les tanins, principalement les proanthocyanidines, se caractérisent par des réactions
colorimétriques. Ce sont des produits en grande quantité dans les tiges de plusieurs espéces
d’éphédra appartenant aux deux continents eurasiens et américains. Le goQt astringent de
I'Ephédra c'est grace a ces molécules.
¢) Huiles essentielles
L’huile essentielle de E sinica signalés se constitue de le 2,3-dihydro-2- méthylbenzo-
furanne, et du tétraméthylpyrazine, 1’a-terpinéol, le terpinen-4-ol, le linalool, et du le cis-p-
menth-2-éne-7-ol., le p-vinylanisole, et le y-eudesmol, et le 3-méthyl-2-butén-1 ol, le phytol,

qui a été approuvé ultérieurement comme alcaloide B4,

17



CHAPIIRE I1




Chapitre 11 Activités anti oxydantes et anti inflammatoires

Chapitre Il : Activités anti oxydantes et anti
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Dans ce chapitre nous définirons chaque type de radicaux libres en s’intéressant a leur
formation, leur action au niveau biologique et au stress oxydant. Ensuite, nous nous
intéresserons aux principaux mécanismes et les manifestations cliniques et biologiques de la

réaction inflammatoire.
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I1.1.Activité antioxydante
11.1.1.Généralité

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais I’oxygeéne peut étre
également une source d’agression pour ces organismes. En effet des dérivés hautement
réactifs de 1’oxygeéne peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet
des rayons UV, des radiations ionisantes et de métaux de transition. Les formes de I’oxygene
provoquant ces troubles sont: 1’oxygéne singulet Oy, le peroxyde d’hydrogéne H,0,, les
peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde 02, les radicaux hydroxyles HO, peroxydes
ROO et alkoxyles RO. Les conséquences au niveau de 1’organisme Se font ressentir sur
I’ADN, les lipides et les protéines [35]
11.1.2.Les radicaux libres
11.1.2.1.qu’eés ce qu’un radicaux libres ?

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables
pour apparier son électron. Il peut soit arracher un électron (se comportant comme un
oxydant), soit en céder un (agissant alors comme un réducteur). Cette premiere réaction
conduit généralement a la formation en chaine de nouveaux radicaux ; ceci explique que la
production d’un premier radical libre puisse causer d’importantes lésions dans une cellule 2°,
Les méthodes utilisées pour produire des radicaux libres sont :

a. Méthodes physiques : Thermolyse, photolyse, radiolyse et sono chimie.

b. Méthodes chimiques : L’oxydoréduction : I’exemple le plus important est la réaction de
Fenton. En 1876, H. J. H. Fenton décrivit 1’oxydation de 1’acide tartrique par addition de fer
(I). 11 mit en évidence 1’action catalytique du fer en 1895. C’est une réaction qui permet la
production du radical hydroxyle a partir du peroxyde d’hydrogéne en présence d’un métal
(Cu, Fe).

H,0, + Fe?* (Cul+) > HO® + OH + Fe** (Cu®")
Réaction de Fenton.

c.Méthodes électrochimiques : La production du radical hydroxyle (HOe) s’effectue par une
réaction appelée Electro-Fenton. Elle consiste a réduire électrochimiquement via des
¢lectrodes de mercure ou de graphite le fer ferrique en fer ferreux et I’oxygene en peroxyde
d’hydrogene. Ce systéme permet de produire les deux especes nécessaires a la réaction de

Fenton B,

20



Chapitre 11 Activités anti oxydantes et anti inflammatoires
3+ - —> 2+
Fe™ +e = Fe
O;+2e +2H" =2 H,0;
H,0, + Fe** — HO® + OH™ + Fe*'
11.1.2.2. Types

a- Les radicaux primaires: qui constituent un ensemble restreint de composés

radicalaires et dérivent de I'oxygéne par des réductions a un électron tels I'anion

superoxyde et le radical hydroxyle, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote. Ils jouent un

réle particulier en physiologie.

Les radicaux secondaires : se forment par réaction des radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule.

Dautres espéces dérivées de I'oxygene : dites especes actives de I'oxygene, comme

I'oxygene singulet, le peroxyde d'hydrogene (H20,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne

sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs

de certains radicaux =81,

Tableau 11.1 : Les espéces réactives de 1’oxygene (ERO) [3]:

Nom

Symbole chimique

Anion superoxyde 0o~
Radical hydroxyle OH
Formes Oxyde nitrique NO
radicalaires Radicaux peroxyles RO,
Peroxynitrite ONOO
Radical nitrosyl ONOOH
Formes Oxygene singulet 0,
fon Peroxyde d’hydrogene H,0;
radicalaires
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11.1.2.3.0rigine des radicaux libres
11.1.2.3.1. Sources endogenes

La premiére source des ERO cellulaires est la phosphorylation oxydative au niveau de
la mitochondrie .Au cours de la respiration cellulaire, la mitochondrie génere de I'ATP via la
réduction de I'oxygéne par une série d'additions d'électrons et d'ions H* (membrane interne de
la mitochondrie). Au cours du transport électronique, il y a production de O, (complexe | :
NADH déshydrogénase et complexe Il : Cytochrome ¢ - coenzyme Q oxydoréductase) qui

est ensuite convertit en H,O, ou OH' B,

Microsomal Oxidation, ,
Flavoproteins, CYP enzymes Myeloperoxidase
(phagocytes)

Xanthine Oxidase,

NOS isoform Transilion

metals

Endoplasmic Reticulum

Cytoplasm Lysbsomes
Fe

=

Peroxisomes Mitochandria

Oxidases,
Flavoproteins

Plasma Membrang Electron transport

Lipoxygenases,
Prostaglandin synthase
NADPH oxidase

Figurell.1 : Principales sources endogéne des radicaux libres 17!,

11.1.2.3.2. Sources exogenes

Plusieurs réactions biologiques impliquent I'oxydation de substrats ou l'accepteur
d'électrons est I'oxygéne moléculaire (O,). Ces types de réactions sont catalysés par un groupe
d'enzymes métalloprotéines appelées « oxydases », 90 % de I'oxygene consommé par les
cellules des mammiféres est catalytiquement réduit par quatre électrons pour produire deux
molécules d'eau. Cependant, I'O, peut étre réduit par moins de quatre électrons, par certaines
oxydases, donnant ainsi naissance a des espéces oxygénées partiellement réduites et
hautement réactives appelées espéces réactives de l'oxygéne (ERO) ou réactive oxygene
species (ROS) selon la terminologie anglaise.
Les ROS sont des formes variées de I’oxygene, elles incluent les radicaux libres comme
I'anion superoxyde (O,™) et le radical hydroxyle (OH"), et les espéces non radicalaires comme

le peroxyde d'hydrogéne (H,0,) 1.
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Anion superoxyde 02" :
02+1é-02"
Radical hydroxyle OH":
Fe’*+ H,0,— Fe*'+ OH+ OH’
Peroxyde d'hydrogene H,0,:
20, +2H "> O, + H,0,

Tableau 11.2 : Principales sources des RL (endogénes et exogeéne) 281,

Sources endogenes Sources exogenes

-NADPH oxydase. -Toxiques environnementaux.

-Chaine respiratoire mitochondriale. | -Radiations ionisantes.

-Peroxysomes. - Radiations UV.
-Cytochrome P450. -Champs électriques..
-Xanthine oxydase. -Xénobiotiques prooxydants.
-Cyclo-oxygénases. -Tabagisme.
-Lipo-oxygénases. -Chémothérapie.

- Phagocytes. -Ozone

-Réactions des ions de transition.
-Inflammation

- Etat d’ischemie-reperfusion
-Atherogénese

-Hémodialyses

-exerces intensifs.

11.1.3. Le stress oxydatif
11.1.3.1. Définition

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre la production
de radicaux libres et de métabolites réactifs, que I'on appelle des oxydants ou des espéces
réactives de l'oxygéne (ROS), et leur élimination par des mécanismes de protection,
dénommés antioxydants est appelé stress oxydatif. La balance oxydative définit donc
I’équilibre entre les especes réactives de 'oxygene et les especes antioxydants. En médecine

la balance oxydative est un concept pour maintenir 1’organisme en bonne santé. Son
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déséquilibre est sujet de nombreux probléemes comme les maladies cardiovasculaires et
neurodégenératives. Cette balance est dynamique et est maintenue dans son bon équilibre par
des mécanismes enzymatiques ou par des apports extérieurs de molécules trés actives 2,
11.1.3.2. Les cibles de stress oxydant

Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le
mécanisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles protéines, lipides acides nucléiques
et les glucides (.
11.1.3.2.1. Peroxydation des lipides

Les premieres cibles des ERO sont les lipides notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires les membranes riches en acides gras polyinsaturés
(AGP sont trés sensibles a l’oxydation en raison de leur degré élevé d’instauration.
I’oxydation des lipides génére de peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes trés réactifs. la
peroxydation lipidique forme une réaction en chaine, cette réaction organisée en 3 phases
successives :
e La phase d’initiation: Le processus de peroxydation lipidique est initie par 1’abstraction,
par un radical OH ou HOO' Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les
carbones situes entre deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI).

LH+ OH=- L- + H20
» La phase de la propagation: Le radical lipidique (L) réagit avec une molécule d’oxygéne
par oxydation pour former un radical pyroxyle (LOQO")
L + O,—» LOO
Le LOO- va propager la réaction en chaine avec une molécule LH voisine pour former un
nouveau L et un hydroperoxyle lipidique (LOOH). De cette maniére, de nombreuses
molécules d’hydro peroxydes lipidiques peuvent étre formees pour chaque RL initial.
LOO +LH- L'+ LOOH

* La phase terminaison :
Cette étape consiste en la formation de composes stables issus de 1’association de 2 composes
radicalaires. Leurs électrons non apparies s’associent rapidement pour former une liaison
covalente stable. La réaction peut également Etre stoppée a 1’aide d’antioxydants.

LOO + LOO-» LOOL +02
LOO +L -»LOOL
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11.1.3.2.2.0xydation des protéines

La toxicité des ERO s’exerce également sur les protéines. Ils sont en effet capables de
réagir avec différents acides amines des chaines de proteines, les plus sensibles a leur action
sont les acides aromatiques comme la tyrosine, sur lesquels le radical OH s’additionne,
modifiant la conformation de la protéine, sur les acides aminés contenant un atome de soufre
tels que la cystéine, I’oxydation par les radicaux libres conduit a la formation de ponts
disulfures, donc a 1’agrégation de plusieurs molécules de protéines. Les ERO sont aussi
capables de couper des liaisons peptidiques et de forme ainsi des fragments protéiques, les
protéines oxydées perdent leur capacité a se fixer correctement sur un récepteur ou a fixer
spéecifiguement un ligand, altérant la signalisation cellulaire.
11.1.3.2.3.0xydation de I'ADN

L’ADN est une molécule tres sensible, elle est attaquée par les radicaux de I'oxygéne.
Au bas mot, cing classes principales de dommages oxydatifs médiés par OHe peuvent étre
générées. Parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des
cassures de brins et des pontages ADN-protéines. Les bases qui composent I'ADN, et
particulierement la guanine, sont sensibles a I'oxydation. Le stress oxydant peut aussi attaquer
la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-
méme, créant une coupure de chaine simple brin. La peroxydation lipidique génere des
aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de I'ADN de type MDA-guanine ou

éthénodérivés 14,

ADN
Cassure simple brin \\ y protéine
(CSB) T— e
Pontage intrabrin
Pontage ADN-protéine
Modification d’une base
(oxydation, réarrangement,
adduits)
Site sbasique Cassure double brin (CDB)
(apyrimidique ou apurique)
Lésions complexes et groupées,
Dommages multiples localisés (LMDS)

Figure 1.2 : Les principaux dommages oxydatifs médiés a I'ADN par les ERO ¥4,
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11.1.3.2.4. Les glucides

L’oxydation du glucose conduit a la formation de différents intermédiaires reactifs,
dont les produits terminaux de la glycation protéique, les AGE (Advanced Glycosylation End
Products) s'accumulent au niveau des protéines a durée de vie longue, entrainant notamment
une perte d'élasticité tissulaire au niveau des vaisseaux sanguins et du cristallin, et pourraient
ainsi participer au dysfonctionnement endothélial et aux complications vasculaires du diabete.
Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée que
celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les ERO attaquent les
mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage [*°’.

11.1.4. Les systemes de défenses antioxydants
11.1.4.1. Antioxydants enzymatiques
11.1.4.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation
du superoxyde en oxygeéne et peroxyde d'hydrogéne. Ce dernier pourra étre pris en charge par
des enzymes a activité peroxydase. Il existe trois isoformes de SOD chez les mammiferes.
Une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc, une forme mitochondriale
associee au manganese et une forme extracellulaire. Pour cette raison, cette enzyme
représente une partie importante du systeme de défense contre les radicaux libres.
11.1.4.1.2. Catalase

La catalase est présente dans de nombreux tissus et particulierement abondante dans le
foie et les globules rouges. C’est un tétrameére dont chaque unité porte une molécule d’héme
et une molécule de NADPH. La fixation du NADPH sur la catalase augmente son efficacité et
la protége contre I’inactivation.

Chez les mammiferes, la catalase est particulierement présente dans les peroxysomes. Elle
catalise la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en H20 et O2 empéchant ainsi la formation
de radical hydroxyl.
La catalase permet également de détoxifier différents substrats, tels que les phénols et les
alcools par un couplage avec la réduction d’hydrogéne [46] .
RH2 + H202 — R + 2H20
11.1.4.1.3. Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR)
e Les glutathion peroxydases présentes dans la plupart des tissus de mammifeéres,
catalysent la réduction par le glutathion du peroxyde d’hydrogeéne et de divers

hydroperoxydes lipidiques produits.
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e La glutathion réductase participe de facon indirecte dans la défense antioxydante,
quant a elle, a pour réle de régenérer le GSH a partir du GSSG grace au NADPH qui
est utilis¢ comme donneur d’électrons. En effet, la concentration cellulaire en
glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx
maintienne sa fonction 171,

GPx
2GSH (requity + H202 =2 GSSG (oxyas) + 2H20
GPx
2GSH (rsquiy + ROOH === GSSG (oxyae) + ROH + H,0
11.1.4.2. Antioxydants non enzymatiques
11.1.4.2.1. Les antioxydants non enzymatiques endogenes
11.1.4.2.1.1. Le gluthation
Le glutathion est un tri peptide, il joue un rdle majeur dans la protection des lipides,
des protéines et des acides nucléiques contre I'oxydation. En situation de stress oxydant, son
role protecteur et détoxifiant il résulte principalement de sa fonction de coenzyme des
GSHPX. Le GSH intervient également dans le cycle de régénération de 2 vitamines
antioxydantes : la vitamine E et la vitamine C.
11.1.4.2.1.2. Acide urique
L’acide urique est le produit final du catabolisme des purines, il est issu de I’oxydation
de I’hypo xanthine et de la xanthine, réaction catalysée par la xanthine oxydase et la
déshydrogénase. L’acide urique est considéré comme un antioxydant car il piege I'oxygene
singlet, les radicaux peroxyle et hydroxyle ainsi que I'acide hypochloreux, méme si
son role comme tel n’est pas totalement clarifié. La réaction de 1’acide urique avec les
oxydants entraine la formation du radical urate, qui peut étre alors réduit par 1’ascorbate.

o

| | |
e

— N
H —IN e —

|
L H

=y Georges Dolisi
Molecule d’'acide urigue

Figurell.3 : structure d’acide urique [48]
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11.1.4.2.2. Les antioxydants non enzymatiques exogenes : végétaux
11.1.4.2.2.1. Vitamine C

L’acide L’ascorbique, ou vitamine C, est considérée comme le plus important
antioxydant dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions
superoxydes, du peroxyde d’hydrogeéne, de I’hypochlorite, des radicaux hydroxyles et
pyroxyles et de ’oxygene singlet. Elle agit en régénérant la vitamine E in vivo (figurell.5),
mais peu in vitro. In vivo, elle est maintenue sous forme réduite par l'action de la

déshydroascorbate réductase qui utilise le glutathion comme cofacteur “°!.

H
/
o H -
\)‘ & ,o‘/
H < ‘e
- o
" \/c TN
N/
> e

Figurell.4 : structure de vitamine C P,
11.1.4.2.2.2. Vitamine E
La vitamine E (a-tocophérol) elle est considérée comme le principal antioxydant
attaché a la membrane utilisé par la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique. Durant la
réaction antioxydante, le o -tocophérol est converti en radical o -tocophérol beaucoup plus

stable en perdant un hydrogéne arraché par une espece radicalaire (radical peroxyle).

} Vitamize E ou Tocophéral

Figure 11.5: Structure de vitamine E BY.
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11.1.4.2.2.3. Acide lipoique (acide 1,2-dithiolane-3-pentanoique ; CgH140,Sy) :
Cet acide est aisément absorbé et converti rapidement dans de nombreux tissus a la

forme réduite dithiol, 1’acide dihydrolipoique (Figurell.6). Il joue un réle important dans le
piégeage des ERO, la régénération des antioxydants endogenes et exogenes tels que les

vitamines C et E et le glutathion, la chélation des métaux.

S—8 SH
K)\/\/\ il M\/\
COOH COOH

AEC =-320 mV
Acide dihydrolipoique

Acide a-lipoique
Figure 11.6: Structure de I’acide lipoique et I’acide dihydrolipoique.

11.1.4.2.2.4. Antioxydants phénoliques
Ces substances sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle et moderne pour
leurs activités antioxydantes. Vue leurs propriétés redox les plus élevées, les polyphénols

agissent comme des agents réducteurs, donneur d’hydrogéne en piégeant les radicaux libres et

en chélatant les ions 2,
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11.2. Activité anti-inflammatoire
11.2.1-Définition de I’inflammation
L'inflammation est un processus adaptatif coordonné induit par une infection microbienne
ou par une blessure de tissu. La réaction inflammatoire est responsable de phénoménes locaux
caractérises par quatre signes cardinaux :
» Rougeur : due a la vasodilation et I’hyperémie.
» Gonflement : occasionne par 1’exsudation de liquide et de protéines plasmatiques
dans les tissus, qui est due a une augmentation de la perméabilité membranaire.
> Chaleur : associée a une augmentation du début sanguin et a une activité cellulaire
accrue.
> Douleur : associée a la stimulation de neurones nocicepteurs par des médiateurs
chimiques spécifiques 2.
11.2.2. Types d’inflammation
11.2.2.1.L’inflammation aigue

L’inflammation aigué€ représente la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte
durée (quelques jours ou semaines), d’installation souvent brutale et caractérisée par des
phénomeénes vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément
ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est
importante %, Se constitue en trois phases :

A. Phase vasculaire (initiation)

La phase est immeédiate, de 1’ordre de quelque minute et caractérisée par une
vasodilatation artérielle entrainant un érythéme et un dégagement de chaleur locale. Cette
phase se produit une altération des micro-capillaires par relachement des cytokines et des
substances vasoactives (histamine, bradykinine, sérotonine, prostaglandine et dérivés du
complément) et I’exsudation des cellules et du plasma vers les tissus.

B. Phase cellulaire (amplification)

La réponse cellulaire fait suite a la phase vasculaire. Se déroule en trois étapes
essentielles, la premiére met en jeu les cellules de I'immunité innée (Les polynucléaires
neutrophiles et monocyte/macrophage), la seconde comprend une réponse non adaptative
précoce (lymphocytes porteurs des récepteurs pour I’antigéne) et la derniere étape, le
développement d’une réponse immunitaire adaptative (activation des lymphocytes T (LT) et
B (LB) spécifique).
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C. Phase de résolution et la réparation (effectrice)

C’est la phase de résolution permettant la restauration du tissu 1ésé. En effet les
conditions les plus favorables, les agents agresseurs et les débris cellulaires et tissulaires du
foyer inflammatoire sont éliminés par les polynucléaires neutrophiles et les macrophages qui
vont secréeter des médiateurs induisant ainsi la réparation tissulaire, les cellules fibroblastes et

endothéliales forment alors un tissu conjonctivo-vasculaire aboutissant a la cicatrisation °°.

réadante
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Figure 11.2 : La réponse inflammatoire aigue : SA) initiation, (B) amplification, (C)
réparation 1°°/,

11.2.2.2.Inflammation chronique

Inflammations n'ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui évoluent en
persistant ou en s‘aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années. On peut distinguer
deux types de circonstances de survenue des inflammations chroniques :
* les inflammations aigués évoluent en inflammations prolongées subaigués et chroniques
lorsque I'agent pathogéne initial persiste dans les tissus (détersion incompléte) ou lorsqu’une
inflammation aigué récidive de facon répétée dans le méme organe en entrainant a chaque
épisode des destructions tissulaires de moins en moins bien réparées.
* Les inflammations peuvent parfois se manifester d'emblée sous une forme apparemment
chronique. La phase aigué vasculo-exsudative est passée inapergue car bréve ou
asymptomatique. C'est souvent le cas de maladies auto-immunes, ou d'affections ou les
mécanismes dysimmunitaires sont prépondérants (exemple : hépatite chronique active
secondaire & une infection par virus de I'hépatite B ou C) ©°°!.
11.2.3. Anti-inflammatoires
11.2.3.1.Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de médicaments dérivés du cortisol. Les glucocorticoides sont des substances
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dérivées du cholestérol,  synthétisé par les glandes surrénales. Les GC agissent
essentiellement sur le métabolisme glucidique et protéique chez 1’individu sain et exercent
une puissante activité anti-inflammatoire dans des conditions pathologiques. (lls sont
régulierement utilisés dans les traitements anti inflammatoires).Parmi les anti inflammatoires
stéroidiens les plus puissant, les glucocorticoides, les corticoides naturels (cortisol) et les
corticoides de synthéses (prednisone, prednisolone, la dexaméthasone ou Triamcilone) 7.
11.2.3.2.Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont des médicaments symptomatiques
capables de s'opposer au processus inflammatoire, quelle qu'en soit la cause (mécanisme,
chimique, infectieuse, immunologique), ils agissent sur les signes locaux de I'inflammation :
rougeurs, chaleur, douleur et cedéme. Les AINS se caractérisent par lI'absence d'une structure
chimique stéroidienne, et ils sont les plus utilisées dans le monde en raison de leurs
propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et antalgiques, sont parmi les médicaments le
plus fréquemment prescrits dans le monde (4,5% de la consommation médicamenteuse des
pays industrialisé). Et sont appartiennent a diverses catégories mais sont tous capables de
bloquer la formation de certaines substances comme les prostaglandines, médiateurs
chimiques nécessaires au développement de I’inflammation. 1ls sont surtout efficaces dans les
phases aigues de I'inflammation &,
11.2.3.3.Anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le régne végétal est tres vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des
propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumés agir en bloguant les voies de
lacyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes .
11.2.4. Cellules de I’'inflammation

Les cellules impliquées dans I’inflammation sont appelées immunocompétentes, elles
proviennent d’un précurseurs commun, la cellule souche hématopoiétique pluripotente de la

moelle osseuse %1,
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Tableau 11.3: Les cellules de I’inflammation

[55]

Activités anti oxydantes et anti inflammatoires

Type

Fonction

Cellules

Phagocytaires

Comprennent les polynucléaires neutrophiles et les
monocytes/macrophages, elles sont les premieres cellules a migrer
vers le foyer lysé sont capable d’éliminer les agressions par

phagocytose.

Lymphocytes

Sont des cellules de I'immunité spécifique, humorale et cellulaire,
de type B, T ou NK. Parmi les lymphocytes T, certains sont dits
auxiliaires (helper) (CD4), d'autres cytotoxiques (CD8) secretent
des cytokines, les plasmocytes (la maturation de la lignée B)
sécrétent les anticorps et les lymphocytes NK peuvent avoir une

action cytotoxique.

Polynucléaires

Basophiles

Ce sont les acteurs majeurs de la réaction allergique et de divers
évenements immuns et inflammatoires, ils agissent par libération

de composés vasoactifs (histamine).

Polynucléaires

Eosinophiles

Sont des cellules clés de I'inflammation allergique. En effet, ils
possédent dans leurs granules de I'histaminase, une enzyme qui agit

sur I'histamine et la neutralise.

Mastocytes

Les mastocytes comportent des granulations qui contiennent des
médiateurs chimiques de 1'inflammation, I’histamine, 1'héparine et
sérotonine. Elles sont capables d'envoyer des signaux au systeme
immunitaire en présence d'une bactérie ou d'un parasite et de

déclencher une réponse immédiate

Plaquettes

Ou encore appelées thrombocytes, sont de petites cellules
dépourvues de noyau. Les plaquettes jouent un réle primordial dans
le processus de coagulation, Elles suppriment un saignement lors

de I'apparition d'une breche au niveau du tissu Iésionnel

Fibroblastes

Ce sont les cellules qui produisent le collagéne, elles jouent un réle

important dans la cicatrisation.

33



Chapitre 11 Activités anti oxydantes et anti inflammatoires

11.2.5.Les médiateurs de I’inflammation
11.2.5.1.Médiateurs plasmatiques

Les conséquences fonctionnelles de cette activation sont 1’¢limination du pathogéne
(par ex. par phagocytose) et/ou la réparation de la Iésion.
11.2.5.1.1. Les systemes coagulation / fibrinolyse

Les relations sont complexes entre inflammation et systeme de la coagulation, la
préesence de dépbts de fibrine intra et extra vasculaires est quasi constante dans
I'inflammation.
Au cours de la coagulation, une cascade de protéolyses aboutit a la production de fibrine a
partir du fibrinogéne. La fibrine est un composé important de I'exsudat inflammatoire, elle
limite le foyer inflammatoire et constitue une matrice sur laquelle les cellules inflammatoires
peuvent se déplacer. La coagulation est en équilibre avec la fibrinolyse : la plasmine dégrade
la fibrine en produisant des fragments appelés produits de dégradation de la fibrine (ou PDF).
L'inflammation donc active la fibrinoformation et par voie de conséquence la fibrinolyse. La
fibrinoformation/fibrinolyse contribue a amplifier I'inflammation ©.
11.2.5.1.2.Le systeme du complément

Ce sont globalement une grosse vingtaine de protéines majoritairement synthétisées
par le foie qui interviennent dans les mécanismes de défense immunitaire. Des que la réponse
inflammatoire est déclenchée et que les cellules résidentes sont activées, elles vont produire
un certain nombre de cytokines qui vont agir sur le foie et initier la production de ces
molécules de facon plus importante. Ces molécules circulent de facon inactive dans la
circulation sanguine méme en condition non inflammatoire. Il fonctionne a partir de
molécules de reconnaissance qui ont la capacité naturelle de reconnaitre un certain nombre de
déterminants antigéniques étrangers, de s'y fixer et de déclencher une cascade de réactions. Il
existe 3 voies d'activation : La voie classique, la voie des lectines, La voie alterne %!,
11.2.5.1.3. Le systeme des kinines/Kallicréine

Les kinogénes précurseur inactifs des kinines, sont activé par la kallicréine, ou par le
facteur Hageman et augmentent la chaleur et la douleur. La bradykinine agit sur les

terminaisons nerveuses en favorisant la douleur .
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Prékallikeeine
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Figurell.3 : différentes voies de la formation de kinine

[60]

11.2.5.2.Médiateurs cellulaires
11.2.5.2.1.Médiateurs lipidique

Lorsque qu’une cellule (phagocyte ou mastocyte) détecte un signal de danger, la
phospholipase A2 est activée par le TNFa. Cette enzyme transforme les acides gras de la
membrane plasmique des cellules en leucotriénes, prostaglandines et PAF.
11.2.5.2.2. Les radicaux libres

L'inflammation est une source importante de radicaux oxygénes produits directement
par les cellules phagocytaires activees.
Dans la minute qui suit le contact avec la particule étrangére, les neutrophiles induisent une
augmentation de la consommation d’oxygene. Tout I'oxygéne consommé est réduit par le
NADPH en ion superoxide. Dans le phagosome, les ions superoxide sont convertis en eau
oxygénée (H,O,) et en présence d’ion chlorure et de I’enzyme myeloperoxydase, I’'H,0, est
transformée en acide hypochlorique. Ce dernier agit sur la membrane des bactéries en fixant
le chlore, en oxydant les groupements SH et en décarboxylant les acides aminés en aldéhydes,
ce qui provoque une perte de l'intégrité de la membrane bactérienne ©Y.
11.2.5.2.3.Amines vasoactives

L’histamine et la sérotonine sont stockées dans les mastocytes, les polynucléaires
basophiles et les plaquettes, produisent une vasodilatation et une perméabilité vasculaire.
11.2.5.2.4.Cytokines et chimiokines

Sont des protéines sécrétées par (les lymphocytes et les monocytesmacrophages), elles
permettent 1’orientation de la réponse en fonction de la nature du signal détecté. Certaines
cytokines sont pro-inflammatoires (IL1, IL6, TNFa) et d’autres sont anti-inflammatoires (IL4,
IL10, IL13). Les chimiokines sont des peptides apparentés aux cytokines, permettent le

recrutement des monocytes et des polynucléaires pendant 1’ inflammation ©%,
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11.2.6.Mécanismes de I'inflammation
Classiquement, les mécanismes de I'inflammation peuvent étre groupés selon la séquence
et les manifestations cellulaires et tissulaires successives suivantes:
e vasodilatation, modification du débit sangum et de la paroi interne des vaisseaux avec
adhésivité plaquettaire et leucocytaire;
e augmentation de la perméabilité vasculaire avec exsudation plasmatique et diapédeése
leucocytaire;
e recrutement, différenciation et prolifération cellulaires.
e activation de cellules spécifiques d'organe par des cytokines et libération d'enzymes
protéolytiques avec destruction de la matiere intercellulaire; tentative de régénération

et de fibrose 1,
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Chapitre 111 Partie expérimentale

Chapitre 111 : Partie expérimentale
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La partie expérimentale représente I’essentiel de notre travail, consistera tout d’abord a
procédé I’extraction des métabolites secondaires de plante sélectionnée, ensuite mettre en
évidence ces différents composés en testant leur activité antioxydante, anti-inflammatoire et

antibactérienne
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I11.1. Matériels et méthodes

Notre travail expérimental a été effectué au laboratoire de recherche de chimie et
microbiologie de faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Abbés Laghrour —
Khenchela, Pendant une durée de cing semaines (avril / mai 2019).
111.1.1. Matiére végétale

Le matériel végétal utilisé correspond & la partie aérienne composée des rameaux et des
feuilles et la partie souterraine de 1’espéce Ephédra sinica. La récolte s'est effectué le
11/02/2019 au niveau de la localité Chechar.
Le séchage s'est fait a la température ambiante, a 1'abri de la lumiére et de I’humidité afin
d'éviter la dégradation des principes actifs et le développement des moisissures. .et cela
pendant 8 semaines a partir de la récolte (11/02/2019) jusqu'a broyage (9/04/2019).
Les parties aériennes de I'éphédra (feuilles, tiges) séchées, sont broyées a I'aide d'un broyeur
traditionnel (Mehras) et par le mortier, jusqu’a obtenir une poudre trés fine puis en passant la
poudre a travers une passoire fine et mis dans des bocaux hermétiques et conservés a sec

(température ambiante) a I'abri de I'humidité. Pour les analyser.

La région de Avant le séchage Apres le séchage
récolte (chechar) » »

SN Broyage » La matiere
végétale

| |

Figure.ll11.1: protocole de preparation de la matiere végeétale
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111.1.1.1. Présentation du site de récolte

ville situé de chechar c’est une ville situé¢ de 1’état de khenchela dans l'est de 1'Algérie ,
chechar est situé au sud-est de I'Etat de Khenchela sur la route nationale n ° 83, reliant les
Etats de Khenchela et Biskra, plus précisément dans la région des Amazigh Auras, délimitée
au nord et a I'est par la municipalité de Babar, au nord-ouest par la municipalité de Khiran, a
I'ouest par la municipalité de Jalal et au sud par sahara el Namamsha. La ville d'Alger s'étend
sur 550 km & 1243 métres d'altitude, Elle s'étend sur une superficie de 923 km?, considérée
comme l'un des plus anciens districts de Khanshla (division administrative en 1974) et est
I'une des plus importantes municipalités de Shachar, Khiran, Al Walaja et Jalal.
Coordonnées géographiques : 35° 02 17" nord, 7° 00" 15" 4,

Figure 111.2: Carte géographique représente la localisation d'obtention de plante Ephédra

sinica (Chechar - khenchela).

111.1.2.Extraction solide-liquide par Macération

L’extraction solide-liquide : est une opération de transfert de matiére entre une phase qui
contient la matieére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette
opération est d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélanges a un solide dans un
solvant %!,

La macération : est une méthode qui consiste a laisser la poudre de plante en contact
prolongé avec un solvant . Le choix du solvant est orienté par les caractéristiques chimiques

spécifiques pour chaque famille de métabolites secondaires, généralement les solvants les plus

40



Chapitre 111 Partie expérimentale

utilisés sont 1’éthanol, méthanol ou méme 1’eau pour I’extraction des composés polaires et le

dichlorométhane pour I’extraction des composés non polaires 71,

111.1.2.1. Matériels et produits
a) Materiels et appareillages
e Rota vapeur - Etuve - Balance
e Bécher - Erlenmeyer - Eprouvettes graduées - Cristallisoir — Entonnoir — mortier-ballon
o Pissette - Spatule - Papier filtre -barreau
b) Solvants utilisés
e Méthanol
e H,O
111.1.2.3. Mode opératoire
96g de la maticre végétale (I’éphédra sinica) est soumise a une extraction par macération
dans le mélange :
v Méthanol / H, O distillée (70% _ 30%: /V/V)

Chaque maceération est répéter 2 fois avec renouvellement du solvant:

Tableau I11.1 : le volume total de chaque macération

Volume de solvant

Macération Durée Méthanol H,0 distillee
1% 24H 350ml 150ml
2 24H 200m| g5mi

Le volume total de ces macérations (350ml) est filtré 2 fois :

> Filtration par un papier filtre.

> Filtration sous vide.

L’extrait sont évaporé dans un évaporateur rotatif a température appropri¢ 65 C° jusqu’a
I’¢élimination totale du solvant (méthanol) pendant 5 heurs

Le résidu est repris puis séché a I’Etuve a une température 46C° pendant 4h, et le résidu

obtenu est conserve par réfrigérateur.
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111.1.2.4. Détermination de rendement
Rendement est la quantité d’extrait obtenue a partir d’une matiére végétale (Bssaibis et

al. 2009 ; Dinzedi, 2015). 1l est exprimé en pourcentage par rapport a la matiere seche (poudre
veégétale) et a été calculé selon la formule :
R (%) = M1 x 100/Mg
R : Rendement de I’extrait exprimé en pourcentage (%),
Mj : Masse de I’extrait (en g),

Mo : Masse de poudre végétale (en g) 8.
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lere macération
(24H)

350ml de
methanol+150ml
de H-O

969 de la matiere
végétale

2éme macération
(24H)

L’extrait (350ml)

Séché a ’Etuve
45°C

Figure 111.3: Protocole d'extraction solide liquide.
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111.1.3. Les activités biologiques
I11.1.3.1. Premiere Partie : L’activité antioxydant

L'activité antioxydant est un ensemble des actions qui peut retarder ou empécher
I'oxydation des substrats biologiques et capable de réagir avec les radicaux libres et les
rendent inoffensif (neutraliser et les dégrader). 1l est un systeme de protection qui lui permet
de lutter contre les radicaux libres [*%.
111.1.3.1.1.Tests antioxydants
111.1.3.1.1.1. Test de chélation des métaux (Ferrozine)

La capacité chélatrice des extraits a été mesurée en suivant l'inhibition de la formation
du complexe Fe(ll)-Ferrozine aprés incubation des échantillons, a différents concentrations,
avec le fer divalent selon la méthode de Decker et Welch (1990). Les solutions d’échantillons
(500 pl) ont été initialement mélangées avec 100 pl FeCl2 (0.6 mM dans I’eau distillée) et 900
pl de méthanol. Apres 5 min, 100 pl de Ferrozine (5 mM dans le méthanol) ont été additionnés
au milieux réactionnel, le mélange a été bien agité puis laissé pour réagir pendant 10 min a
température ambiante permettant ainsi la formation de complexe avec une couleur violet (Fe
(I)- Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562 nm. Par ailleurs, le contrdle négatif
contient tous les réactifs a ’exception des extraits. L’éthyléne diamine tétra acétique (EDTA)
a été utilisé comme chelateur de référence a un intervalle de concentration de (0-40 pg/ml).
L’activité des échantillons vis-a-vis du fer a été exprimée en pourcentage de chélation selon
I’équation :

% Chelation = [(AC — AE) / AC] x 100
AE : absorbance en présence de I’extrait
AC : absorbance en absence de I’extrait
La concentration effective (EC50) qui chélate 50 % de Fe2+ a été calculée ™),
111.1.3.1.1.2. test du peroxyde d'hydrogéne

Le potentiel de piégeage du peroxyde dhydrogene a été estimé en utilisant une
méthode fluorimétrique .500uL d'une solution méthanolique d'hydroxyde de sodium (0.01 M)
a été ajoutée dans une cuve contenant 500 puL d'une solution méthanolique de lucigénine
(1x10-4 M), 500 pL de solution méthanolique de peroxyde d'hydrogene (0.1 M) et 1000 puL
d'une solution méthanolique contenant I'huile essentielle et les extraits a tester a diverses
concentrations. Aprés une heure, l'intensité de fluorescence a été mesurée a 425 nm nous
avons fixé la longueur d'onde d'excitation a 390 nm. L'intensité de fluorescence de la solution

a blanc (I0) est enregistrée par l'introduction de 1000 pL. de méthanol a la place de la solution
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de I'échantillon a tester dans la cellule de réaction. Les concentrations finales des échantillons
étudiés étaient (100, 250, 500, 750 et 1000 mg. L™). L'activité de piégeage du peroxyde
d'’hydrogeéne a éte calculée a l'aide de I'équation :
% AA = (lp-1/ 1) x 100

lo . est I'intensité de fluorescence de la solution a blanc (sans I'échantillon testé)
I 'intensité de fluorescence de I'échantillon contenant I'extrait [,
111.1.3.1.1.3. test scavenger de radical ABTS™

Le protocole de détermination de la capacité d’antioxydants a piéger le radical
cationique ABTS * Adopté par Karagelik et al, 2015 est le suivant :
La solution stock d’ABTS (ABTS a 7 mM et persulfate de potassium a 2,45 mM) est incubée
a I’abri de la lumiére pendant 12 a 16 heures. Cette solution stock est ensuite diluée avec
1’éthanol pour obtenir une absorbance finale de 0,7 £ 0,02 a 734 nm. Les échantillons, a des
différentes concentrations (10 puL) sont mélangés avec 990 uL de la solution diluée d’ABTS.
Le mélange est soumis a une agitation au vortex, puis incubé pendant 30 minutes a 1’obscurité
et a température ambiante. La lecture est réalisée a I’aide d’un spectrophotometre a 734 nm.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition donné par la formule suivante :

% | = (Absctl-Abséch/ Absctl) x 100

Absctl : absorbance de controle.
Abséch: absorbance de I’échantillon.
% | : pourcentage d’inhibition 72,
111.1.3.1.1.4. test de blanchissement du f-caroténe

Dans ce test l'activité anti radicalaire des extraits est déterminée en mesurant
I'inhibition de la dégradation oxydatif du f3-carotene (décoloration) par les produits
d'oxydation de l'acide linoléique selon la méthode décrite par KARTAL et al (2007)
(KOUAME et al., 2009). Briévement 2 mg de f3 - caroténe ont été dissous dans 1 ml de
chloroforme. La solution obtenue a été introduite dans un ballon contenant 2 mg d'acide
linoléique et 200 mg de Tween 40. Aprés évaporation du chloroforme, 100 ml d'eau distillée
saturée en oxygene ont été ajoutés Chapitre I1- Méthode d'étude d'activité des antioxydants des
plantes médicinales avec agitation vigoureuse. 2.5 ml de la solution obtenu est mélangée avec
350il de chaque extrait (2g/l) et du témoin BHT. L'absorbance a été immédiatement mesurée
pour le BHT a 490 nm. Les autres lectures sont mesurées a différents intervalles de temps (2h,
4h, 6h, 12h, et48h).

L'activite antioxydante relative apres 48 heures est calculée selon la relation suivante:
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AAR = (Abs Echantillon/ Abs BHT) x 100

AAR : activité antioxydante relative.
Abs Echantillon : absorbance de I'échantillon aprés 48 heures.
Abs BHT : absorbance du BHT aprés 48 heures 3!,
111.1.3.1.1.5. Test du piégeage du radical libre DPPH

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut I’un des premiers radicaux libres utilisé
pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composés phénoliques.
Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl ayant une couleur violette
en un compose jaune, dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu réactionnel 41,

. o . . L [75
On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation : [7s]

DPPH*+ (AH) n —> DPPH-H+ (A*)n

00 aQ

| + Antioxydant O —»

+ Antioxydant-0s

Me NH
NO; NO, Noz\@/m
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

figurell1.4 :Structure de DPPH et mécanisme de sa réduction par un antioxydant!’’.

111.1.3.1.1.5.1. Matériels et produits
a) Matériels et appareillages

o Spectrophotometre - Cuve spectre - Balance analytique

o Les tubes a essais - Les tubes a hémolyse - Micropipette - Pipette
b) Produits Chimique

. DPPH

o Méthanol
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111.1.3.1.1.5.2. Mode opératoire
111.1.3.1.1.5.2.1. Préparation des dilutions

Pour I’extrait on prépare une solution mere de concentration (100 mg/ml). Des
dilutions sont préparées a partir de cette solution.

Tableau 111.2 : Concentrations des extraits pour le test antioxydant avec

DPPH.
Concentration (mg/ml).

Volume Solution mére Les dilutions Méthanol
Vi Ci 0.0975
V, C, 0.195
Vs Cs 0.39
V4 Cy 0.78
Vs 100 Cs 1.56
Vs Cs 3.125
V7 C, 6.25
Vs Cs 12.5
Vo Co 25
V1o Cuo 50

111.1.3.1.1.5.2.2. Préparation des solutions de DPPH
3 Mg de DPPH est solubilisés dans 100 ml de solvant, la solution est placée a 1’obscurité.
111.1.3.1.1.5.2.3. Préparation et lecture des échantillons
Pour chaque dilution on prépare 3 tubes a hémolyse qui constituent les trois répétitions, a
chaque tube on met 50 pl de I’extrait (méthanol) & différentes concentrations sont ajoutés a
950 pl de chaque solution du DPPH.
Parallelement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 50ul de solvant (méthanol) avec
950 ul de chaque solution de DPPH.
Aprés agitation par un vortex les tubes sont placés a 1’obscurité a température de chambre
pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm.
111.1.3.1.1.5.2.4. Expression des résultats
Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou par I’inhibition des
radicaux libres en pourcentage (RSA %) en utilisant la formule suivante:

RSA(%) = {(AbScontrote “AbS¢chantition) | ADScontrote} X 100
RSA % : pourcentage de I’activité anti-radicalaire.
Abs échantillon : absorbance de 1’échantillon.

Abs contrdle : absorbance du contrdle négatif 67",
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Peser 1g de -) Solution mére - Les dilutions

Pextrait

La solution de
DPPH

Agitation
pendant 15min

Ajoute 100ml
de méthanol

Peser 3mg de
DPPH

Préparer les
échantillons

Placés a
I’obscurité(30mi

la solution
mére (Vc¢)

Peser 1g d’acide
ascorbique

Mesurer I’absorbance

Figurelll.5: Protocole de I'activité antioxydant d’extrait 1’éphédra sinica.
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111.1.3.2. Deuxieme Partie : L’activité anti inflammatoire
111.1.3.2.1. Matériels et produits
b) Materiels et appareillages

e Spectrophotométre - Cuve spectre - Balance analytique - BAIN-MARIE

e Lestubes a essais - Micropipette - Pipette —thermomeétre
c) Produits Chimique

e Sérum bovine albumine(BSA) 5%

e Eaudistille

e Diclofenac sodium

e Acide citrique (annexe 02)

e Na,HPO, (annexe 02)
11.1.3.2.2.Mode opératoire
L’activité anti-inflammatoire in vitro d’extrait méthanolique d’Ephédra sinica a été effectuée
selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines. La méthode consiste a préparé
quatre solution :
1-La solution d’essai (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum bovine
Albumine (BSA) 5 % et 0,05 ml d’extrait aqueux avec une concentration de 0.25 mg/ml.
v La solution d’essai (0,5 ml)= 0,45 mldea+ 0,05 mldeb
a-Pour préparer la solution aqueuse de sérum bovine Albumine (BSA) 5 % :

-Solubiliser 0.5 g BSA dans 5 ml eau.

b-0.25 mg extrait de la plante dans 1 ml eau.
2- La solution control test (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 % et
0,05 ml d’cau distillé.
v La solution control test (0,5 ml)= 0,45 ml de a + 0,05 ml d’eau distillé.
3- La solution contr6le produit (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’ecau distillé et 0,05 ml
d’extrait aqueux avec une concentration de 250 pg/ml.
v La solution contrdle produit (0,5 ml)= 0,45 ml d’eau distillé+ 0,05 ml de b
4- La solution standard test (0,5 ml) compose de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 %
et 0,05 ml de la solution de standard diclofenac sodium avec une concentration de 0.25 mg/ml.
v La solution standard test (0,5 ml)=0,45mldea+ 0,05 mlde c

c-diclofenac sodium 0.25 mg dans un ml eau.

v Préparer la solution phosphate buffer saline :
e Solution D : 1.9 g acide citrique / 100 ml de H,0.
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e Solution F: 2.8 g de Na,HPO4 /100 ml de H,0.
e Pour 100 ml de solution pH=6.2, on mélange 16.9 ml de D et 33.1 ml de F puis on

compléte avec de I’eau distillée jusqu’a 100 ml.

* Tous les solutions au-dessus ont été ajustée a pH 6,2), les échantillons ont été incubées
a 37 ° C pendant 20 min, ensuit la température était augmenté pour garder les échantillons
a57° cependant 3 min, aprées refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution phosphate buffer
saline (Ph=6,2)a été ajouté aux solutions ci-dessus, ’absorbance a été lue par le
spectrophotometre UV -visiblea416 nm, et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des
protéines a été calculée comme suit:
% inhibition = 100-[(OD de test solution-OD de test control
/ OD de test control)] x 100.
OD: la densité optique.
Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec le

diclofenac sodium (250ug/ml) %,
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Peser 0.25mg de
Pextrait

L’extrait aqueux

Peser 0.5¢ de La solution Broye et peser La solution
BSA de BSA diclofenac S de diclofenac

La solution
phosphate buffer
saline

Les solution D +
F

Peser acide citrique et
NazHPO4

Les échantillons Mesurer ’absorbance

Figurelll.6: Protocole de l'activité anti-inflammatoire d’extrait 1’éphédra sinica.
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I11.1.3.3. Troisiéme partie : L’activité antibactérienne
111.1.3.3.1.Les souches testées
Les souches bactériennes utilisées pour déceler 1’activité antibactérienne de différents extraits

de I'éphédra il s’agit de :

La souche Gram La référence
Staphylococcus aureus Positif ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa  Négatif ATCC 27853
Escherichia coli Négatif ATCC 25933
Listeria monocytogenes Positif ATCC 25922

Tableaulll.3: Les souches bactériennes utilisées.
a. Staphylococcus aureus(SARM)

Le Staphylococcus aureus (ou staphylocoque doré) est une bactérie que 1’on peut
trouver normalement sur la peau et les muqueuses. Certains Staphylococcus aureus produisent
des toxines et peuvent étre responsables de divers syndromes, par exemple des intoxications
alimentaires.

Le SARM est un Staphylococcus aureus résistant aux pénicillines semi-synthétiques,
dont la méthicilline. Apparu dans les années 1960, le SARM était au début principalement
acquis en milieu hospitalier (SARM-H ou SARM nosocomial). Par la suite, des cas
d’infections causées par des SARM-AC ont été décrits %),
b.Escherichia coli

Escherichia coli, aussi mentionné comme E. coli, est un type de coliforme fécal les
bactéries qui sont trouvées dans les intestins d’humains et d'animaux a sang chaud en santé. La
plupart d'E. Coli est inoffensif et sert une fonction utile dans le corps en arrétant la croissance
d'espéce de bactéries nuisible et en faisant des vitamines nécessaires. Cependant, quelques
tensions peuvent étre des pathogenes opportuniste, tandis que d'autres peuvent causer la
maladie gastro-intestinale dans des gens sains quand ingéré ["°!.
c.listeria monocytogenes

Listeria est un petit bacille & Gram positif %, Les Listeria sont de petits bacilles a
Gram positif, anaérobie facultatif, non sporulé, catalase positive et oxydase positive. Ces
bactéries possedent des flagelles qui sont péritriches et qui permettent la mobilité a des
températures entre 20 et 30°C. Ils sont cependant non mobiles a des températures au-dessus de

37°C. Sous microscope, ce microorganisme peut étre retrouvé sous la forme d’un batonnet et
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peut parfois étre arrangé en courtes chainettes ou en forme de VV ou de Y .
d.Pseudomonas aeruginosa
Est une bactérie en forme de batonnets droits ou courbés, & Gram négatif 2.
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie retrouvée frequemment dans les eaux superficielles
et les eaux résiduaires urbaines. Son origine peut étre humaine et éventuellement fécale (le
portage fécale est cependant rare) !,
111.1.3.3.2. Matériels et produits
a) Materiels et appareillages
e L’étuve - Autoclave - Four pasteur
¢ Plaque chauffante - Bec benzéne -Vortex — Balance
e Les boites de pétrie- Les tubes a essais - Micropipette - Pipette
e L’anse de platine - Ecouvillon stérile -Les disque (papier filtre) - Pince stérile.
b) Produits Chimiques
e Miller Hinton
e Agar
e [L’eau physiologie
111.1.3.3.3. Mode opératoire
L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion de
disque ou les disques sont imbibés de 10 pl de chaque extrait
111.1.3.3.3.1.Préparation du milieu de culture
Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé
comme suit Dissoudre 21 g de Muller-Hinton et 17 g de l'agar dans un litre d’eau distillée.
Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 60 minutes
al21°C.
111.3.3.3.3.2. Stérilisation du matériel
a) Four pasteur
Il est utilisé pour la stérilisation de la verrerie vide (tubes a essai, pipettes, les flacons,
pince) emballée dans du papier solide a 180°C pendant 30 minutes.
b) L’autoclave
Le milieu de culture, les tubes a essai remplis d'eau physiologique (Chlorure de sodium 9g
dans un 1000 ml d’eau distillée),utilisés dans la préparation des solutions bactériennes, les
disques en papier Wattman (6 mm de diametre) et les embouts jaune enrobés dans du papier

aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 60 minutes.
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111.1.3.3.3.3.antibiogramme
111.1.3.3.3.3.1.Repiquage des souches bactériennes
Les souches bactérienne a tester ont éte repiquées par la méthode des stries dans des
boites de pétri contenant de la glose nutritive, puis incubées pendant 24 heures a 37 C° afin
d’obtenir des colonies isolées
111.1.3.3.3.3.2.Préparation de I'inoculum
A partir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement, racler Par une
anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger I'anse
dans 5 ml d'eau physiologique stérile & 0.9 %, bien homogénéiser la suspension bactérienne,
Son opacité doit étre équivalente & 0,5 Mc Ferland 4.
111.1.3.3.3.3.3.Préparation les boites de pétri
La gelose de Muller Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles. Ces
derniéres sont séchées pendant 30 min a une température ambiante avant leur emploi.
111.1.3.3.3.3.4.Ensemencement
v" La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzéne.
v Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination
du manipulateur et de la paillasse).
v' L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.
v" Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas.
v' Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant

I'écouvillon sur la périphérie de la gélose ©°.

111.1.3.3.3.4. Préparation des dilutions de I’extrait
Une série de dilutions (10" ,10% 10®) de I’extrait méthanolique (Me-OH) dans le

diméthylsulfoxide (DMSO) est réalisée a partir d’une solution mére 200mg d’E-MOH
préalablement dissouts dans un ml DMSO [©¢k
111.1.3.3.3.5. Dépot des disques

L’opération d’application des disques au niveau de boites de Pétrie est résumée dans les
étapes suivant :

» Des disques de papier filtre de 6,0 mm de diametre (Wattman n° 1) sont imprégneés

individuellement avec 15 pL d’extrait a différentes concentrations ;
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» A T’aide d’une pince stérile on applique les disques a la surface des milieux déja
ensemences ;
» Un disque de I’antibiotique (Gentamicine 30pul) est placé dans la boite de Pétri comme
contréle positif ;
» Un disque imprégné de 5 ul de DMSO est utilisé comme témoin négatif ;
» Chaque test est réalisé en trois répétitions ;
» Les boites sont fermées et incubées a température ambiante pendant 20 min, ensuite
dans une étuve a 37 °C /24 h.
» Chague teste est réalisé en deux répétition ¢,
111.1.3.3.3.6.Incubation et Lecture
Aprés incubation 18-24 heures a 37°C dans l'étuve, Les résultats sont observés, en
mesurant les diamétres d’inhibition.
Cette sensibilite est classee comme suit :
» Non sensible pour un diameétre inférieur a 8 mm ;
» Sensible pour un diametre de 9-14 mm ;
» Trés sensible pour un diamétre de 15-19 mm ;

> Extrémement sensible pour diamétre supérieur & 20 mm 71,
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Figure 111.7: Protocole de l'activité antibactérienne de 1’éphédra sinica
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I111.2.Résultats et discussion
111.2.1.Evaluation du potentiel anti-radicalaire

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la
plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxy
phénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie, a la
capacité de ces composés naturels a pieger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles
(OH") et superoxydes (O").

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, D’activité
antioxydante par piégeage de radicaux différents, Compte tenu de la complexité des processus
d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants, avec des composants a la fois
hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle I’activité
antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une fagcon bien précise. De point de vue
méthodologique, le test au radical libre DPPH’ est recommandé pour des composés contenant
SH’, NH™ et OH" groupes. Le test est largement utilisé au niveau de 1’évolution des extraits
trés riches en composés phénoliques.

Ce qui nous concerne, nous avons suivi la méthode utilisant le radical libre DPPHe
(diphényl-picrylhydrazyle).

Pour I’évaluation de ’activité antioxydante, deux approches sont appliquées : d’une
part, la détermination de la réduction relative du radical DPPH"a un temps de référence ou la
détermination de la quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPHe et d’autre
part, le suivi de la cinétique de la réduction.

Dans la premiere approche, 1’activité est définie par I’indice de la réduction de
I’activité anti-radicalaire en pourcentage %RSA (Radical Scavenger Activity), ou
I’absorbance du mélange réactionnel qui contient le radical libre et I’échantillon de
I’antioxydant est reliée avec l’absorbance du mélange sans aucun antioxydant (solution
témoin ou controle) a un tempst :

%RSA= (Abs controle — Abst)/ Abs contr6le x 100%.
Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un compose, les
résultats sont souvent portes par rapport a un antioxydant de référence, comme I’acide

ascorbique (vitamine C), les antioxydants synthetiques BHT (butyl-hydroxy-toluene) ou
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le TroloxR (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique), dont la structure

moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E.

50

T T T T T T v T v
o 10 20 30 40 50

Concentration mg/I

Figure 111.8:Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de différentes concentrations de
1‘extrait.

Selon les résultats trouvés, I’extrait méthanolique est doté d’un pouvoir antioxydant
modéré, leur EC50 est de 0.191 mg/ml ce qui est largement supérieure a celle de I’acide

ascorbique dont la valeur est de I’ordre de 0,13879 mg/ml.
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Figure 111.9:Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de différentes concentrations de
1‘acide ascorbique.

Ces résultats montrent que notre extrait possede une puissante activité a céder le

proton pour neutraliser le radical DPPH.

Il a ét¢ démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide ascorbique, la
tocophérol, les flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur
capacité a céder I’hydrogéne. Les polyphénols contenus dans les extraits de /’éphédra sinica

sont probablement responsables de I’activité antioxydante. Ceci est en accord avec les travaux
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menes sur les extraits ['éphédra sinica qui ont mis en évidence une forte activité antioxydante
de I’extrait alcoolique. Les méme études montrent que /’éphédra sinica, est une espéce riche
en composés phénoliques qui sont responsables de nombreuses activités biologiques
notamment 1’activité antioxydante, anticancéreux et antimicrobienne.
I11.2.2.Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

La dénaturation des protéines est parmi les causes de 1’inflammation. L’activité anti-
inflammatoire in vitro de I’extrait méthanolique de /’éphédra sinica consiste a évaluer les
pourcentages d’inhibition de la dénaturation de Bovine sérum albumine (BSA).
Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines été calculée comme suit:

% inhibition = 100-[(OD de test solution-OD de test control/OD de test control)] *100

Le contrble représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec le
Diclofenac sodium.

Tableau 111.4: Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA

Solution Absorbance % Inhibition
solution d’essai 0.186 -
solution control test 0.127 -
Extrait (solution 0.217 73%

control produit)

Diclofenac sodium 0.153 97.4%
(solution standard
test)

Les résultats montrent que tous 1’extrait testé a 250 pug/ml inhibent la dénaturation du
BSA avec un taux de 73%. Par rapport a un anti inflammatoire de référence (Diclofenac) qui
montre avec une valeur de 97.4% a la méme concentration. L’activité inhibitrice de la
dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la présence de différents composés bioactifs tels
que les flavonoides et les tannins dans les 1’extrait trouvés lors des criblages phytochimiques.
I11.2.3. Evaluation L’activité antibactérienne
Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien de I’extrait isolé de /’éphédra sinica par la

méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton.
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Figure 111.10 : Zones d’inhibitions des souches : Pseudomonas _ Staphylococcus _ E. coli _

Listeria monocytogenes

L’activité antimicrobienne de I’extrait a été estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant 1’extrait a tester vis-a-vis de quatre (04) bactéries.
Les résultats des différents tests de 1’activité antibactérienne sont présentés dans le tableau

suivant :
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Tableau I11.5: Zone d’inhibition d’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique, le

témoin positif (Gentamicine) et témoin négatif (DMSO) sur milieu MH (mm).

Témoin Témoin Extrait de
Négatif ’éphéd,
Positif o .
Staphylococcus 7 - -
Listeria 8 - -
Pseudomonas 18 - 8
E. coli 14 - 10

L’analyse des données expérimentales montre que comparativement aux témoins de
contrdle, il y a une grande hétérogénéité dans les résultats. Les meilleures zones d’inhibition
de I’extrait méthanolique sont de zone d’inhibition de I’extrait méthanolique de ephedra sinica
sur la croissance de Escherichia coli (10mm) et de Pseudomonas aeruginosa (8 mm) en
comparaison avec I’antibiotique standard utilisé qui est la gentamicine .

En outre , Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus montrant une résistance contre

I’extait méthanolique.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales ont été utilisees dans la médecine traditionnelle pendant
plusieurs années. Ils sont toujours des sources essentielles de médicaments et ce sont la source
de la majorité des antioxydants naturels et leur utilisation dans le traitement des différentes
infections est connue de longue date. Et jusqu’ nos jours elles restent encore sous exploitées
dans le domaine médicale.ct I’industrie pharmaceutique. Cette efficacité est due a des
métabolites secondaires ou ses principes actifs comme : les composes phénoliques, les
alcaloides, et les huiles essentielles... Notre pays est riche de ce type des plantes qui sont
utilisées souvent en médecine traditionnelle.

Ce travail a porté sur la détermination des activités antioxydant anti inflammatoire,
antibactérienne de la plante médicinale Ephédra sinica.

Concernant D’activité anti-inflammatoire, elle a été effectuée selon la méthode
d’inhibition de la dénaturation des protéines.et d’apreés les résultats : 1’extrait méthanolique
présent qu’un grand pourcentage de 1’inhibition de la dénaturation de protéines.

L’étude de I’activité antioxydante des extraits issus de I’espéce Ephédra sinica, selon
la méthode du piégeage du radical libre DPPH a montré que 1’extrait méthanolique posséde
une activité antioxydante modérée.

Sachant que les antioxydants sembleraient de maniere significative a la prévention des

maladies, le développement de nouveaux médicaments a base d’antioxydants d’origine
naturelle doit étre a I’ordre de jour.
L’extrait de la plante Ephédra sinica a des propriétés antibactérienne, anti-inflammatoire et
surtout antioxydante ; ce qui justifient son usage traditionnel. Ces propriétés sont
probablement liées a la présence de polyphénols, flavonoides et de saponosides mis en
évidence par 1’étude phytochimique.

A Dessor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie
pour isoler, purifier et identifier les molécules responsables des activités précédentes, en
¢étudiant les mécanismes d’action sur les médiateurs inflammatoires, les enzymes impliquées

dans la production des ROS et sur les systéemes antioxydants in vivo.
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Abstract:

Faced with the therapeutic limits of chemical drugs, the development of research on medicinal
plants has been oriented towards obtaining phytomedicines. Research and characterization of
new bioactive substances, or drugs, has been intensified. In this context, the objective of this
work is to highlight the antioxidant anti-inflammatory and antimicrobial activity of ephedra

sinica.

Keywords: Maceration, medicinal plants, phytochemical screening, anti-bacterial,

antioxidant.

Résumé:

Face aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques, le développement de la
recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers l'obtention de phytomédicaments. La
recherche et la caractérisation de nouvelles substances bioactives, ou des drogues, a été
intensifiée. Dans ce contexte, l'objectif de ce travail est de mettre en évidence I’activité
antioxydante anti-inflammatoire et antimicrobienne de I’éphédra sinica.

Mots clés : éphédra sinica, antibactérienne, antioxydante, anti-inflammatoire







