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INTRODUCTION

L’inflammation est un processus physiologique habituellement bénéfique permettant a
I’organisme de lutter contre les différentes agressions qui entrainent des altérations
tissulaires. Ils enclenchent une cascade de réactions faisant intervenir une séquence
d’événements clés tels que la vasodilatation, 1’augmentation de la perméabilité vasculaire et

I’altération des membranes (Mansour et al., 2014; Yougbare-ziebrou et al., 2015).

Ces événements impliquent, entre autres, 1’activation d’élément-clé de 1’inflammation,
les neutrophiles, qui peuvent initier la réponse inflammatoire via différents mécanismes tels
que la libération des médiateurs solubles, des enzymes hydrolytiques et protéolytiques,
production des espéces réactives de 1’oxygene ainsi que la phagocytose des particules
(Chakravarti et al., 2007). Cependant lorsque ces mécanismes de régulation ne sont pas
bien contrdlés, la réaction inflammatoire pourrait devenir délétére pour les tissus (Cavaillon,
1993).

Parmi les organites exposes au stress, les lysosomes, ces derniers dans les cellules non
stressées sont en grande partie imperméables aux substrats. En revanche, en condition de
stress (I’ischémie, 1’anoxie, choc hypotonique ou thermique) il y a une déstabilisation de la
membrane ce qui entraine 1’activation des enzymes hydrolytiques et dégagement de leurs
contenus dans la cellule qui aurait comme conséquence des dommages cellulaires de type
cytolytique (Weissmann, 1967; Bayne et al., 1985).

Le traitement de I’inflammation fait appel & plusieurs thérapies parmi lesquelles
I’administration d’anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens qui demeurent les
classes les plus utilisées dans le monde. Bien qu’étant efficace ces molécules présentent le
plus souvent des effets indésirables qui peuvent géner leurs utilisations a long terme (Ndiaye
et al., 2006).

Pour cette raison, la recherche de molécules bioactives d’origine végétale s’avere tres
utile pour I’amélioration de la santé humaine tout en évitant les effets indésirables des

molécules de synthéses.

A cet égard, I’objectif de cette étude consiste a évaluer I’activité anti-inflammatoire de
quelques molécules pures d’origine végétale. L’activité anti-inflammatoire est évaluée in
vitro par le test de la stabilisation membranaire en utilisant le modéle des globules rouges.
Des tests complémentaires ont été réalisés pour avoir une idée sur le mécanisme d’action des

molécules sélectionnées.
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CHAPITRE I SYNTHSES BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. GENERALITES SUR PINFLAMMATION
1.1.1. Définition

L’inflammation représente I’un des mécanismes les plus importants de défense de
I’organisme et peut-étre définit comme une réponse normale des tissus vascularises a
divers types d’agressions (Rather, 1971; Russo-Marie et al., 1998) qu’ils soient
physiques, chimiques ou encore d’origine infectieuse (Gaziano et Gibson, 2006). Cette
réponse nécessite une régulation fine, généralement bénéfique, elle conduit a 1’élimination
d’éventuels pathogenes et au retour a 1’homéostasie et la cicatrisation du tissu 1ésé
(Barton, 2008). La réaction inflammatoire est caractérisée par les quatre signes cardinaux :

rougeur, gonflement accompagné de chaleur et de douleur (Figurel) (Russo-Marie et al.,

1998) (Figure 1).

VASODILATATION | sortie de plasma
r
P e : p
| uiaires S oo PERMEABILITE
Solie Os 18 paroi 5 \ VASCULAIRE +++

d‘m Recrutement
' de cellules

Figure 1 : La réponse inflammatoire (Anonyme?).

1.1.2. Les facteurs déclenchant ’inflammation

Il est possible de classer les agents initiateurs de I’inflammation en deux grandes
catégories : Inducteurs exogéenes parmi ceux-ci citons les agents chimiques (toxines, acides
et bases), infectieux tels que les micro-organismes et physique comme les bralures, le froid
et les rayonnements ionisants dont I’action mécanique entraine des lésions tissulaires
(Silbemagi et Lang, 2000; Barton, 2008).

Les inducteurs endogenes regroupent de maniere hétérogene tous les signaux produits
par un tissu dysfonctionnel ou lésé au cours des agressions dysimmunitaires, défauts de
vascularisations provoquées par 1’ischémie ainsi que les cristaux formés dans I’organisme

(urée, oxalate, phosphate de calcium, cholestérol...etc.) (Silbemagi et Lang, 2000).
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1.1.3. Types d’inflammation

1.1.3.1. Inflammation aigué

L’inflammation aigué est une réaction brutale et de courte durée qui se produit dans les
premiéres heures qui suivent la lésion tissulaire, caractérisée par des phénomenes vasculo-
exsudatifs intenses. Ce type d’inflammation s’avére bénéfique dans la mesure ou elle
permet 1’éradication de 1’agent infectieux dont la guérison se fait soit de fagon spontanée
ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est
importante (Canaud et al., 2003; Charles et al., 2010).

1.1.3.2. Inflammation chronique

Une réaction inflammatoire chronique se traduit par une agression répétée ou prolongée
(plusieurs mois ou années) qui s’avere délétére pour I’organisme du fait de son incapacité a
¢liminer 1’agent agresseur (Canaud et al., 2003). Les signes de début sont identiques a
ceux d’une inflammation aigué, mais les destructions tissulaires sont plus graves avec des
consequences fonctionnelles profondes. Ce type d’inflammation laisse des séquelles

anatomiques et fonctionnelles (Weill et Batteux, 2003).

1.1.4. Cellules et médiateurs de ’inflammation
Le phénomeéne inflammatoire met en jeu différents acteurs cellulaires et protéiques dont

I’action synchrone assure la production des médiateurs de 1’inflammation.

1.1.4.1. les cellules impliquées dans la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire fait intervenir plusieurs types cellulaires qui ont pour origine un
précurseur commun, ces derniers peuvent étre classés en deux grandes familles (Prine,
1996) :

v' Ceux qui proviennent d’une cellule souche myéloide, donnant naissance aux
polynucléaires, aux monocytes/macrophages, cellules dendritiques, cellules
érythrocytaires et plaquettes ;

v" Ceux qui proviennent d’une cellule souche lymphoide donnant naissance aux

lymphocytes T, B et NK (Natural Killer).
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1.1.4.2. Les médiateurs de I’inflammation

Les changements locaux qui surviennent au niveau du site inflammatoire sont le résultat de
la formation et/ou la libération séquentielle de médiateurs pro et anti-inflammatoires de
nature divers, amine (histamine et sérotonine), médiateurs lipidiques (prostaglandines et
leucotrienes), et des cytokines de nature peptidique, protéique ou glycoprotéique (Botting
et Botting, 2000).

Tableau | : Réle des principaux médiateurs de I’inflammation (Rankine, 2004; Male et

al., 2007).

Classe

Médiateurs

Réles

Amines vaso-
actives

-Histamine

-Sérotonine

- Assure la vasodilatation,
augmente la perméabilité
vasculaire, induit 1I’expression des
molécules d’adhésion sur
I’endothélium vasculaire.

- Augmente la perméabilité
vasculaire, dilate les capillaires.

Meédiateurs
lipidiques

-prostaglandine

-leucotriéne

- Provoque la vasodilatation,
renforce I’action de I’histamine, de
la bradykinine et des leucotriénes,
responsable de la sensation de
douleur

- Augmente la perméabilité
vasculaire et le flux sanguin local,
induit la libération des enzymes
lysosomales et la production des
ERO et attire et active les cellules
inflammatoires.

Radicaux libres

-especes réactives de
1I’0xygene

(ERO)

- Une action nécrosante et peuvent
endommager les cellules
endothéliales, inactivent les anti
protéases et activent la
phospholipase Ao..

Cytokines

- interleukines, chimiokines
- Les interférons (INFa, B...)

- Augmente le recrutement et
’activité phagocytaire des PNN,

-Les facteurs de nécrose | Contrbles les interactions entre les
(TNFa) leucocytes et activent différentes
cellules immunitaires.
( )
4
§ J
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1.1.5. Les anti-inflammatoires

1.1.5.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Le traitement de I’inflammation fait appel a plusieurs thérapies parmi lesquelles
I’administration des médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Russo-
Marie et al., 1998). Ces composés ont été utilises avec succes pour le soulagement de la
douleur et la fievre du fait qu’ils regroupent un ensemble de molécules présentant des
propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques.

Leur efficacité est lié a leur mécanisme d’action principale qui est I’inhibition des
cyclo-oxygénases, enzymes responsables de la biosynthese des prostaglandines et du
thromboxane (Bidaut-Russell et Gabriel, 2001; Orliaguet et al., 2013).

Tableau Il : Exemples d’anti-inflamatoires non stéroidiens (Wallace et Staats, 2004).

Classe Salicylates Dérives Dérives Indoles
structurale D’acide d’acide

propénoique | acétique

Nom Acide acétyle | Ibuprofene Diclofenac | Indométacine
scientifique salicylique

Nom Aspirine® Ibuproféne® | Voltarene® | Indocine®
commercial

e Mécanisme d’action des AINS
a. Inhibition de la synthése des prostaglandines
En effet la réduction de la production des prostaglandines limite 1’augmentation de la
perméabilité vasculaire et le chimiotactisme des neutrophiles lors de la réponse
inflammatoire (kindd et al., 2008).
b. Inhibition de la production des superoxydes
Les AINS limitent la production des superoxydes en inhibant la synthése des
prostaglandines. Ces radicaux libres sont produits par les macrophages et polynucléaires au
cours de la phagocytose et sont responsables des lesions tissulaires (Yoshihiko, 1976).
c. Stabilisation des membranes lysosomales
La dégradation des membranes cellulaires et lysosomales dans un foyer inflammatoire
aboutit a la libération de nombreuses enzymes destructrices. Certains anti-inflammatoires

non stéroidiens stabilisent la membrane lysosomale par le biais des transferts calciques
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membranaires et/ou des stocks d’AMPc et préviennent ainsi la libération d’enzymes
Iytiques (Lekeux, 1991).

Cependant 1’usage des AINS est associé a de nombreux effets indésirables qui sont dus
essentiellement a la non specificité envers les deux principales isoformes de la cyclo-
oxygénase : la COX1 et la COX2.

La COX1 est une isoforme constitutive ayant un réle physiologique majeur dans la
plupart des tissus humains (Lipsky et al., 2000).Tandis que la COX2 est une isoforme
inductible synthétisée suite a sa stimulation par le TNFa et I’interleukine 1, elle est donc
associée a I’apparition de phénomeénes inflammatoires et qui posséde un role

physiopathologique (Ouédrago et al., 2012).

1.1.5.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les AIS ou encore glucocorticoides sont des deérivés synthétiques des hormones
naturelles le cortisol et la cortisone, constituant une classe de médicaments largement
répandus dans le traitement et la suppression de I’inflammation dans les maladies
inflammatoires chroniques telles que 1’asthme et 1’arthrite rhumatoide (Barnes, 1998).
Les glucocorticoides ont, comme les AINS une action inhibitrice sur synthése des
Prostaglandines. Cette action s’exerce principalement sur la phospholipase A2, en amont
du métabolisme de 1’acide arachidonique par la COX2 ce qui conduit a la suppression de

I’inflammation (Figure 2).

o . Inhibé par
Lipide membranaire e corticostéroide
l Phospholipase A2 &
Ac Arachidonique
Inhibé par Cyclo-oxygeénase l
Diclofenac Endoperoxides (précurseurs)
Aspirine
Indomeétacine O m
Thromboxanes Prostaglandines Prostacycline

Figure 2 : La biosynthese des prostaglandines et leurs inhibitions (Rao et Knaus, 2008).
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Cependant ils ont une action plus large que les anti-inflammatoires non stéroidiens,
action a la fois cytoplasmique et génomique par leurs liaisons aux récepteurs des
glucocorticoides dans le cytoplasme, induisant ainsi leurs dimérisations et leurs
translocations vers le noyau (Barnes, 1998; Orliaguet et al., 2013), ou ils jouent un réle
d’un facteur de transcription en exercant leur effet anti-inflammatoire par deux voies
majeures :

e |le complexe GR-GC interagit avec le facteur nucléaire NF-xB favorisant la

régulation negative de I'expression des genes pro inflammatoire, y compris IL-1 B,
IL-6 et TNFa ;

e e complexe GR-GC se lie aux éléments de réponse des glucocorticoides (GRE)

dans le noyau stimulant la régulation de I'expression de génes anti-inflammatoires,

y compris la lipocortine-1, B2-Adrénorécepteur et annexine-1 (Ge et al., 2014).

GC

N7 cell membrane
1 Cytoplasm
GR-GC complex
Hsp90

: [ > Anti-inflammatory cytokines
/ Dimer rl.-,,"X Annexinl, Lipocortin-1
| / GRE Transactivation
\_ Phospholipids
(\‘«\ @ Iramsrepression ] /H
i PLA,

| Arachidonic acid |
“l—-» COX- 1J
r

| Prostglandins |

Inflammation

b S —— ]

ro-inila Yy cytokines
1L-18, IL-6, TNFa, COX-2

Figure 3 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Ge et al., 2014).

1.1.5.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Aujourd’hui les plantes médicinales jouent un r6le important dans les traditions
thérapeutiques, cela revient a leur composition phytochimique tres vaste qui constitue une
source inépuisable de nouvelles molécules utilisables directement comme principe actif

pour le traitement de nombreuses pathologies.

Les produits de métabolisme secondaire sont en tres grand nombre y compris les

composés phénoliques, Terpénoides, les stéroides et les alcaloides qui sont des exemples
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de métabolite secondaire qui ont de nombreuses applications pharmaceutiques
(Hartmann, 2007).

Dans ce contexte, plusieurs exemples de ces composés purs peuvent étre cites :

e Silymarine : est un principe actif extrait a partir d’une plante Chardon-Marie cette
molécule est en fait constituée de 1’association de trois flavonoides de structure
isomérique silychristine, silydianine et la silybine, cette derniere étant de loin la plus active
(Serseii et al., 2006).

La silymarine est utilisée dans le traitement d’un grand nombre de désordres hépatiques
grace a ses propriétés hépato protective, elle est considérée également comme un puissant
antioxydant grace a sa molécule active, la silybine, qui protege les globules rouges et
stabilise leurs membranes en neutralisant efficacement différents radicaux libres et en
inhibant la peroxydation lipidique. Récemment, 1’effet anti-inflammatoire de la silymarine
attire une attention croissante du fait de sa capacité a freiner la formation des
prostaglandines pro inflammatoires PGE-2 et I’IL1 mais le mécanisme de cet effet n’est

pas entierement compris (Freeman, 2003; Mégarbane et al., 2007).

e Quercétine : Son effet anti-inflammatoire est exercé en inhibant la cyclo-oxygénase
et la lipo-oxygénase, les principaux médiateurs de I’inflammation (Middleton et
Drzewiecki, 1984).

1.1.6. Implication des lysosomes dans I’inflammation

1.1.6.1. Définition de lysosomes

Les lysosomes sont des organelles cytoplasmiques présentes dans toutes les cellules de
I’organisme des mammiféres a 1’exception des hématies (Hochschild, 1971), caractérisés
par une richesse en enzymes hydrolytiques (protéases, nucléase, galactosidases, lipases....)
dont le fonctionnement est optimal a pH acide (3 a 5). lls sont entourés par une membrane
phospholipidique qui protége le contenu cellulaire de I’action lytique des enzymes
(Matsuyama et al., 2000). Cette membrane porte également a sa surface une pompe a
protons (ATP dépendant) qui permet le maintien d’un pH acide dans cet organite (Maire,
2012) (Figure 4).

Le lysosome est considéré comme un véritable appareil digestif « organite suicide »

intracellulaire du fait de sa capacité a dégrader toutes les composantes cellulaires (protéine,
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sucre et lipides) ainsi que les principaux constituants des tissus (Coujard et poirier, 1980)

par des mécanismes d’hétérophagie et d’autophagie (Ciechanover, 2005)

0.2-0.5 um

ACID HYDROLASES
nucleases
proteases

glycosidases
lipases
phosphatases
sulfatases
phospholipases

Figure 4 : Structure du lysosome (Albert, 2003).

1.1.6.2. Role des enzymes libérés par les lysosomes

Au cours de la phagocytose les microparticules sont internalisées par les phagocytes
professionnels qui sont les macrophages, ce phénomeéne biologique pourrait induire une
rupture des lysosomes du fait que les endosomes issus de la phagocytose fusionne avec des
lysosomes acidiques (Hornung et al., 2008). La diminution du pH lysosomal provoque
alors une déstabilisation et une perméabilisation du lysosome, dont la rupture diminue le
pH intracellulaire. Le contenu lysosomal protéolytique est alors libéré dans le cytosol.
Cette rupture lysosomale provoque également un efflux de K+, qui provoque a son tour
I’augmentation de sodium intracellulaire (Na+), ce qui augmente 1’osmolarité et induit un
influx d’eau, qui fait gonfler la cellule et qui est dii aux aquaporines. Ainsi la concentration

en K+ intracellulaire diminue dramatiquement (Schorn et al., 2011).
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1.1.6.3. Dégradation des récepteurs de glucocorticoide par les lysosomes

Il a été démontré que les enzymes lysosomales libérées au cours de I’inflammation
exercent une action sur les récepteurs des glucocorticoides de deux maniéres: en se
fondant avec des autos-phagosome, I’interaction de ces derniers avec le lysosome abouti a
la dégradation de ce récepteur (GR) ou bien par I’inactivation du récepteur via un
changement dans le complexe (GR)-Hsp90 en une forme plus petite empéchant ainsi
I’interaction du (GR) avec son ligand (GC) (Ge et al., 2014) (Figure5).

GC
Cell membrane D
Cytoplasm l

GR-GC complex
Autophagosome
utophag e CR /0
>

Lysosome
Fusion Acidic
Hydrolase

Lysosome
' Acidic
Hydrolase

Autolysosome

GR Degradation

Figure 5 : Dégradation des récepteurs de glucorticoides par le lysosome (Ge et al., 2014).

1.1.6.4. La déstabilisation lysosomale mediée par les ERO

Les ERO interviennent a plusieurs niveaux au cours des processus inflammatoires
(Borel et al., 1988), considérées comme des molécules clés qui jouent un réle important
dans la progression de désordres inflammatoires (Mittal et al., 2014). Les ERO ainsi
générés déstabilisent la membrane lysosomale par peroxydation des lipides membranaires

et une dégradation des protéines membranaires (Baird et al., 2006).

1.1.7. Erythrocyte comme modele d’études de P’activité anti-inflammatoire des

substances

Les lysosomes jouent un rdle primordial dans le processus inflammatoire en produisant
une variété de troubles, de désordres et de I’amplification de 1’inflammation aigué et

chronique. L’absence d’organites cellulaires au niveau des érythrocytes ainsi que la
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similitude de ses constituants membranaires avec ceux des lysosomes font de ces cellules

un bon modele d’étude de ’activité anti-inflammatoire (Wajcman et al., 1992).

L’¢érythrocyte, appelé aussi hématie ou encore globule rouge, est une cellule mature
anucléée de la lignée érythrocytaire, formée dans la moelle osseuse lors du processus de
I’érythropoié¢se a partir des érythroblastes. Il a la forme d’une lentille biconcave d’un
diamétre qui varie de 7 a 8um. Il se présente comme un sac contenant des enzymes, de
I’hémoglobine qui renferme un pigment respiratoire dont la fonction principale est de
véhiculer 1’oxygéne dans I’organisme (Sultan et al., 1987; Lévy et al., 2001; Smaili,
2008).

1.1.7.1. Constituants de I’érythrocyte

La structure du globule rouge se décompose en trois éléments principaux : la membrane,

les enzymes, et I’hémoglobine.
e La membrane érythrocytaire

La membrane érythrocytaire, a I’image de celle des autres cellules de I’organisme
(Wajcman et al., 1992) est constituée d’une trame lipidique en double feuillet ou

s’intercale des protéines.

Du c6té interne, le réseau protéique constitue le cytosquelette qui confére la forme
discocytaire au globule rouge, assurant ainsi sa grande déformabilité, du coté externe, se
situent les récepteurs et les motifs antigéniques du globule rouge et des groupes sanguins
(ABO, Rhésus, etc.....) (Sébahoun, 2015; Singer et Nicolson, 1972).

e Lesenzymes érythrocytaires

Cet équipement enzymatique assure un certain nombre de fonctions parmi elles la
production d’énergie, le maintien de la forme biconcave des hématies et la lutte contre les

agressions mediées par les agents oxydants (Wajcman et al., 1992).
e L’hémoglobine

L’hémoglobine est une des protéines les mieux connues, stable et facile a obtenir. Elle
constitue 33% du poids d’un globule rouge (Smaili, 2008). Formée de 1’union d’un
ensemble de quatre chaines polypeptidique (la globine) et de quatre molécules d’une

ferroprophyrine (I’héme) (Janssens, 2009).
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11.1. Matériel
11.1.1. Matériel et équipement

Centrifugeuse (SIGMA), une plaque agitatrice (VELP Scientifica), bain-marie (RAYPA),
vortex (VELP), un spectrophotometre VIS-7220G, balance analytigue (RADWAG),
balance de précision (RADWA), un microscope optique, tubes a essai, tubes a hémolyse,
micropipette, Eppendorf, cuve de spectrophotométre, microplaque (96 puits), lecteur de

microplaques.
11.1.2. Réactifs chimiques

Les réactifs chimiques utilisés dans la présente étude: eau physiologique (0,9%,
pH=7,41), solution de NaCl (0,2%), eau distillée, éthanol, méthanol, chlorure du sodium,
acide acétyle salicylique, Silymarine, caféine, catéchine, quercétine, acide caféique de

marque sigma, DPPH, ABTS, Persulfate de potassium.
11.1.3. Matériel biologique

e Sang humain : le sang a été récupéré au niveau du Laboratoire D": LALLAQOUI,
prélevé par ponction intraveineuse a partir des patients sains (non anémique et qui
n’ont pas regu d’anti-inflammatoires). Le sang a été recueilli dans des tubes stériles

contenant de I’héparine de Lithium comme anticoagulant.

11.2. Méthodes
11.2.1. Evaluation de I’activité antioxydante
Pour étudier I’activité anti radicalaire des différentes molécules pures végétales nous
avons opté pour deux méthodes utilisant le piégeage des radicaux libres différents, comme
radical DPPHe (diphenyl-picrylhydrazyle) et le radical ABTSe (sel d’ammonium de 1’acide
2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique).

11.2.1.1. Test de ’activité anti radicalaire en utilisant le DPPH
A. Principe

Le composé chimique (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux
libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés
phénoliques. L’activité scavenging des molécules contre le radical synthétique stable a été

déterminée spectrophotométriquement en utilisant la méthode de Masuda et al. (1999).
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Cette méthode spectrophotométrique est basée sur la réduction de DPPH de couleur
violette en un composé jaune (diphénylpicryl-hydrazine) en présence du capteur de
radicaux libres ceci permet de suivre la cinétique de la décoloration a 517 nm. L'intensité
de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans
le milieu contenant des composés donneurs des protons (Sdnchez-Moreno, 2002) ( Figure
6).

A DS 5 &
5 Ao
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DPFPH DFPH.
hrgge =515 nm
(violet) (incolore)

Figure 6 : Structure du DPPH et sa réduction par un antioxydant.

B. Mise en ceuvre pratique

Pratiquement une solution de DPPH (100 uM) a été préparée par solubilisation de 0,2 mg
de DPPH dans 5ml de méthanol. Un volume de 180 ul de cette solution a été déposé sur
une microplaque a laquelle il a été additionné 20 ul de la solution test. Le mélange a été
laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration a été comparée par rapport a un
contrdle qui contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester.

La mesure de I’absorbance est faite a 517 nm contre un blanc de méthanol en utilisant un

lecteur microplaques.
11.2.1.2. Test de ’activité anti radicalaire par la méthode d’ABTS
A. Principe

Ce test est basé sur le mécanisme d’oxydoréduction de I’ABTS, au cours de ce test le
sel d’ABTS perd un électron pour former un radical cation (ABTS" +) de couleur sombre
(bleu-vert) en solution. Quand ’ABTS"" est mis en présence d’un antioxydant, on constate
un retour a I’état initial réduit qui s’accompagne d’une diminution de I’intensit¢ de la

couleur et une diminution de I’absorbance a 734nm (Figure 7) (Re et al., 1999).

13
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Figure 7 : Formes oxydée et réduite de I’ABTS.

B. Mise en ceuvre pratique

» Préparation de la solution d’ABTS*

Le radical cation ABTS* est généré en mélangeant 6 mg de persulfate de potassium
(2,45 mM) solubilisé dans de I’eau distillée avec 36 mg d’ABTS (7 mM), le mélange
obtenu est conservé a I’abri de la lumiére et & une température ambiante durant 16 h avant
utilisation. La solution préparée a été diluée avec 1’éthanol d’une maniére a avoir une

solution ayant une absorbance de 0,7 £ 0,05 a 734 nm.
» Mesure de ’activité

Une gamme de concentrations (12,5 a 600 ug/ml) des molécules a tester a été préparée
dans le méthanol. Un volume de 20 ul de cette solution est mélangé avec 180 ul d’ABTS.
Apres homogénéisation, le mélange a été incubé a température ambiante et a ’abri de la
lumiére. Apres 6 min d’incubation, I’absorbance est lue a 734 nm contre un « blanc » qui
contient 180 ul d’ABTS et 20 ul du méthanol.
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11.2.1.3. Expression des résultats

L’activit¢ scavenging du radical DPPH et d’ABTS est exprimée en pourcentage

d’inhibition de ces derniers selon I’équation suivante :

q Gonq ABS controle—ABS Test
Pourcentage d’inhibition % = ( — ) *100
ABS controéle

11.2.2. Etude de la cytotoxicité vis-a-vis des globules rouges

A. Principe

Les cellules sanguines humaines plus précisément les globules rouges ont été choisis
comme mode¢le en biologie cellulaire et moléculaire pour 1’évaluation de la cytotoxicité in
vitro cela est d0 essentiellement a leur facilité d’isolement et a leurs simplicités. Ils sont un
outil précieux pour I’étude des transports ioniques transmembranaires via la membrane

érythrocytaire (Wajcman et al., 1992).

B. Mise en ceuvre pratique

» Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang recueilli dans des tubes héparinés a été centrifugé a 3000 tr/min pendant 10
min, aprés centrifugation le surnageant a été éliminé soigneusement a 1’aide d’une
micropipette et le culot est ensuite lavé trois fois avec une solution saline isotonique dont
le volume est équivalent a celui du surnageant. La suspension est homogénéisée par

retournement lors de chaque lavage et le surnageant est éliminée par aspiration.

A T’issue de la derniére centrifugation le culot obtenu est reconstitué en suspension de
10% (V/V) dans la méme solution de lavage (Sadique et al., 1989; Saket et al., 2010)
(Figure 8).
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Centrifugation

+—plasma 3 lavages
Sang total —_— || Suspension
3000 tr/min pendant 10' = Globule blanc érythrotytaire
+= Globule rouge

Figure 8 : Principales étapes d’isolement des globules rouges a partir du sang humain.

» Test de cytotoxicité

Dans des tubes a hémolyse 0,5 ml de la suspension érythrocytaire a été mis en mélange
avec 5ml d’eau physiologique contenant les composés testés a différentes concentrations
(500 et 1000 ug/ml).

Un tube (témoin négatif) a eté préparé dans la méme démarche expérimentale contenant
0,5 ml de la suspension érythrocytaire et 5 ml d’eau physiologique.
Pour le contrdle positif, I’hémolyse est obtenue par la mise en suspension des globules
rouges dans une solution hypotonique NaCl 0,2%.
Tous les tubes ont été incubés a 37°C durant 30 min puis centrifugés a 3000 tr/min pendant

10min. Les observations macroscopiques ainsi que des frottis sanguin ont été réalisés

11.2.3. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro

L’activité anti-inflammatoire des molécules testées est évaluée in vitro via la méthode
basée sur la déstabilisation membranaire des globules rouges induite par un choc
hypotonique (Umukoro et Ashorob, 2006).

11.2.3.1. Hémolyse induite par choc hypotonique
A. Principe

Le principe de ce test repose sur I’incubation des globules rouges dans un milieu
hypotonique (NaCl a 0,2%) induisant ainsi une hémolyse. Cette hémolyse est le résultat de
I’absence de contre pression dans le cytoplasme ce qui laisse la solution hypotonique
diffuser vers l’intérieur de la cellule (hypertonique) a travers la membrane. L’entrée

massive de la solution dans le globule rouge entraine son gonflement, puis son éclatement.
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Mise en ceuvre pratique
» Préparation des solutions et des produits a tester

Les molécules a tester silymarine, caféine, catéchine et quercétine a des concentrations
qui varient de 350 a 500 ug/ml ont éeté dissoutes dans un volume de 5ml (v.v) 50 %
méthanol 50 % solution hypotonique. Les tubes ont été homogenéisés au vortex. En ce qui
concerne les contrbles une paire de contrdle négatif / positif est préparée en paralléle dont
le premier contient 5 ml de I’eau physiologique et le deuxiéme contient une solution de

NaCl a 0,2% ainsi qu’un standard qui est I’acide acétyle salicylique.

A P’issue de ces préparations un volume de la suspension érythrocytaire de 0,5 ml a été
ajouté a chaque tube. Aprés une incubation de 30 min a 37°C les tubes ont été centrifugés a
3000 tr/min pendant 10min. La mesure de I’absorbance des surnageants a été effectuée a

540 nm a I’aide d’un spectrophotometre.
11.2.3.2. Expression des résultats
» Calcul des pourcentages d’hémolyse

Le taux d’hémolyse au niveau de chaque échantillon est calculé en pourcentage (%) par

rapport a I’hémolyse totale, selon la formule suivante :

, ABStest—ABScontrole negatif
% de ’hémolyse = *100
[ % y ( ABScontrdle positif )

» Calcul des pourcentages d’inhibition de I’hémolyse
Les pourcentages d’inhibitions ont été calculés a partir de la conversion des absorbances

des échantillons par la formule suivante :

[ % Inhibition de I’hémolyse = 1-(%)*100 ]

D’ou :
OD: : Absorbance a 540 nm du contrdle négatif;
OD> : Absorbance a 540 nm des échantillons testés;

ODs3: Absorbance a 540 nm du contrdle positif.
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11.3.Analyse statistique :

Tous les résultats expérimentaux ont été exprimés comme moyenne + écart type ou
SEM. Les différences entre les groupes ont été déterminées en utilisant le logiciel Graph
Pad et I’analyse de la variance (ANOVA) suivie par le test Student Tukey method pour une

analyse post hoc. Les différences ont été considerées comme significatives a p< 0,05.
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11.1. Matériel
11.1.1. Matériel et équipement

Centrifugeuse (SIGMA), une plaque agitatrice (VELP Scientifica), bain-marie (RAYPA),
vortex (VELP), un spectrophotometre VIS-7220G, balance analytigue (RADWAG),
balance de précision (RADWA), un microscope optique, tubes a essai, tubes a hémolyse,
micropipette, Eppendorf, cuve de spectrophotométre, microplaque (96 puits), lecteur de

microplaques.
11.1.2. Réactifs chimiques

Les réactifs chimiques utilisés dans la présente étude: eau physiologique (0,9%,
pH=7,41), solution de NaCl (0,2%), eau distillée, éthanol, méthanol, chlorure du sodium,
acide acétyle salicylique, Silymarine, caféine, catéchine, quercétine, acide caféique de

marque sigma, DPPH, ABTS, Persulfate de potassium.
11.1.3. Matériel biologique

e Sang humain : le sang a été récupéré au niveau du Laboratoire D": LALLAQOUI,
prélevé par ponction intraveineuse a partir des patients sains (non anémique et qui
n’ont pas regu d’anti-inflammatoires). Le sang a été recueilli dans des tubes stériles

contenant de I’héparine de Lithium comme anticoagulant.

11.2. Méthodes
11.2.1. Evaluation de I’activité antioxydante
Pour étudier I’activité anti radicalaire des différentes molécules pures végétales nous
avons opté pour deux méthodes utilisant le piégeage des radicaux libres différents, comme
radical DPPHe (diphenyl-picrylhydrazyle) et le radical ABTSe (sel d’ammonium de 1’acide
2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique).

11.2.1.1. Test de ’activité anti radicalaire en utilisant le DPPH
A. Principe

Le composé chimique (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux
libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés
phénoliques. L’activité scavenging des molécules contre le radical synthétique stable a été

déterminée spectrophotométriquement en utilisant la méthode de Masuda et al. (1999).
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Cette méthode spectrophotométrique est basée sur la réduction de DPPH de couleur
violette en un composé jaune (diphénylpicryl-hydrazine) en présence du capteur de
radicaux libres ceci permet de suivre la cinétique de la décoloration a 517 nm. L'intensité
de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans
le milieu contenant des composés donneurs des protons (Sdnchez-Moreno, 2002) ( Figure
6).
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Figure 6 : Structure du DPPH et sa réduction par un antioxydant.

B. Mise en ceuvre pratique

Pratiquement une solution de DPPH (100 uM) a été préparée par solubilisation de 0,2 mg
de DPPH dans 5ml de méthanol. Un volume de 180 ul de cette solution a été déposé sur
une microplaque a laquelle il a été additionné 20 ul de la solution test. Le mélange a été
laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration a été comparée par rapport a un
contrdle qui contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester.

La mesure de I’absorbance est faite a 517 nm contre un blanc de méthanol en utilisant un

lecteur microplaques.
11.2.1.2. Test de ’activité anti radicalaire par la méthode d’ABTS
A. Principe

Ce test est basé sur le mécanisme d’oxydoréduction de I’ABTS, au cours de ce test le
sel d’ABTS perd un électron pour former un radical cation (ABTS" +) de couleur sombre
(bleu-vert) en solution. Quand ’ABTS"" est mis en présence d’un antioxydant, on constate
un retour a I’état initial réduit qui s’accompagne d’une diminution de I’intensit¢ de la

couleur et une diminution de I’absorbance a 734nm (Figure 7) (Re et al., 1999).
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Figure 7 : Formes oxydée et réduite de I’ABTS.

B. Mise en ceuvre pratique

» Préparation de la solution d’ABTS*

Le radical cation ABTS* est généré en mélangeant 6 mg de persulfate de potassium
(2,45 mM) solubilisé dans de I’eau distillée avec 36 mg d’ABTS (7 mM), le mélange
obtenu est conservé a I’abri de la lumiére et & une température ambiante durant 16 h avant
utilisation. La solution préparée a été diluée avec 1’éthanol d’une maniére a avoir une

solution ayant une absorbance de 0,7 £ 0,05 a 734 nm.
» Mesure de ’activité

Une gamme de concentrations (12,5 a 600 ug/ml) des molécules a tester a été préparée
dans le méthanol. Un volume de 20 ul de cette solution est mélangé avec 180 ul d’ABTS.
Apres homogénéisation, le mélange a été incubé a température ambiante et a ’abri de la
lumiére. Apres 6 min d’incubation, I’absorbance est lue a 734 nm contre un « blanc » qui
contient 180 ul d’ABTS et 20 ul du méthanol.
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11.2.1.3. Expression des résultats

L’activit¢ scavenging du radical DPPH et d’ABTS est exprimée en pourcentage

d’inhibition de ces derniers selon I’équation suivante :

q Gonq ABS controle—ABS Test
Pourcentage d’inhibition % = ( — ) *100
ABS controéle

11.2.2. Etude de la cytotoxicité vis-a-vis des globules rouges

A. Principe

Les cellules sanguines humaines plus précisément les globules rouges ont été choisis
comme mode¢le en biologie cellulaire et moléculaire pour 1’évaluation de la cytotoxicité in
vitro cela est d0 essentiellement a leur facilité d’isolement et a leurs simplicités. Ils sont un
outil précieux pour I’étude des transports ioniques transmembranaires via la membrane

érythrocytaire (Wajcman et al., 1992).

B. Mise en ceuvre pratique

» Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang recueilli dans des tubes héparinés a été centrifugé a 3000 tr/min pendant 10
min, aprés centrifugation le surnageant a été éliminé soigneusement a 1’aide d’une
micropipette et le culot est ensuite lavé trois fois avec une solution saline isotonique dont
le volume est équivalent a celui du surnageant. La suspension est homogénéisée par

retournement lors de chaque lavage et le surnageant est éliminée par aspiration.

A T’issue de la derniére centrifugation le culot obtenu est reconstitué en suspension de
10% (V/V) dans la méme solution de lavage (Sadique et al., 1989; Saket et al., 2010)
(Figure 8).
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Centrifugation

+—plasma 3 lavages
Sang total —_— || Suspension
3000 tr/min pendant 10' = Globule blanc érythrotytaire
+= Globule rouge

Figure 8 : Principales étapes d’isolement des globules rouges a partir du sang humain.

» Test de cytotoxicité

Dans des tubes a hémolyse 0,5 ml de la suspension érythrocytaire a été mis en mélange
avec 5ml d’eau physiologique contenant les composés testés a différentes concentrations
(500 et 1000 ug/ml).

Un tube (témoin négatif) a eté préparé dans la méme démarche expérimentale contenant
0,5 ml de la suspension érythrocytaire et 5 ml d’eau physiologique.
Pour le contrdle positif, I’hémolyse est obtenue par la mise en suspension des globules
rouges dans une solution hypotonique NaCl 0,2%.
Tous les tubes ont été incubés a 37°C durant 30 min puis centrifugés a 3000 tr/min pendant

10min. Les observations macroscopiques ainsi que des frottis sanguin ont été réalisés

11.2.3. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro

L’activité anti-inflammatoire des molécules testées est évaluée in vitro via la méthode
basée sur la déstabilisation membranaire des globules rouges induite par un choc
hypotonique (Umukoro et Ashorob, 2006).

11.2.3.1. Hémolyse induite par choc hypotonique
A. Principe

Le principe de ce test repose sur I’incubation des globules rouges dans un milieu
hypotonique (NaCl a 0,2%) induisant ainsi une hémolyse. Cette hémolyse est le résultat de
I’absence de contre pression dans le cytoplasme ce qui laisse la solution hypotonique
diffuser vers l’intérieur de la cellule (hypertonique) a travers la membrane. L’entrée

massive de la solution dans le globule rouge entraine son gonflement, puis son éclatement.
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Mise en ceuvre pratique
» Préparation des solutions et des produits a tester

Les molécules a tester silymarine, caféine, catéchine et quercétine a des concentrations
qui varient de 350 a 500 ug/ml ont éeté dissoutes dans un volume de 5ml (v.v) 50 %
méthanol 50 % solution hypotonique. Les tubes ont été homogenéisés au vortex. En ce qui
concerne les contrbles une paire de contrdle négatif / positif est préparée en paralléle dont
le premier contient 5 ml de I’eau physiologique et le deuxiéme contient une solution de

NaCl a 0,2% ainsi qu’un standard qui est I’acide acétyle salicylique.

A P’issue de ces préparations un volume de la suspension érythrocytaire de 0,5 ml a été
ajouté a chaque tube. Aprés une incubation de 30 min a 37°C les tubes ont été centrifugés a
3000 tr/min pendant 10min. La mesure de I’absorbance des surnageants a été effectuée a

540 nm a I’aide d’un spectrophotometre.
11.2.3.2. Expression des résultats
» Calcul des pourcentages d’hémolyse

Le taux d’hémolyse au niveau de chaque échantillon est calculé en pourcentage (%) par

rapport a I’hémolyse totale, selon la formule suivante :

, ABStest—ABScontrole negatif
% de ’hémolyse = *100
[ % y ( ABScontrdle positif )

» Calcul des pourcentages d’inhibition de I’hémolyse
Les pourcentages d’inhibitions ont été calculés a partir de la conversion des absorbances

des échantillons par la formule suivante :

[ % Inhibition de I’hémolyse = 1-(%)*100 ]

D’ou :
OD: : Absorbance a 540 nm du contrdle négatif;
OD> : Absorbance a 540 nm des échantillons testés;

ODs3: Absorbance a 540 nm du contrdle positif.
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11.3.Analyse statistique :

Tous les résultats expérimentaux ont été exprimés comme moyenne + écart type ou
SEM. Les différences entre les groupes ont été déterminées en utilisant le logiciel Graph
Pad et I’analyse de la variance (ANOVA) suivie par le test Student Tukey method pour une

analyse post hoc. Les différences ont été considerées comme significatives a p< 0,05.
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CHAPITRE I11 RESULTATS ET DISCUSSIONS

I11.1. Evaluation de P’activité antioxydante

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 fagon bien précise. Le plus souvent, il faut combiner les réponses de tests différents
et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de 1’échantillon
a tester (Popovici et al., 2009).

I11.1.1. Résultats du test du pouvoir anti radicalaire par DPPH’

L’activité antioxydante des différents composés a été évaluée par la méthode de
réduction du radicale DPPH" afin de tester et de déterminer la concentration des composés

les plus actifs.

Dans un premier temps, la concentration des différents composés a été fixée a 100 pg/ml
pour estimer leur activité antioxydante, les résultats ainsi obtenus sont représentés dans la

figure ci-dessous

1001
Acide cafeique

&3 Quercetine
&3 Catéchine
IO Silymarine
Cafeine

%d'activité scavengingdu DPPH

Figure 9 : Activité réductrice du radical DPPHe« par les molécules testées a une
concentration de 100ug/ml. Les valeurs représentent la moyenne de trois mesures + SD et
les comparaisons ont été effectuées par rapport a un standard (Acide caféique) ;

***:p <0,001: ns : non significatif.
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D’aprés I’analyse statistique des histogrammes Il a été constaté que les différents
composés quercétine, catéchine et silymarine ont montré un effet inhibiteur comparable
a celui obtenu avec le standard avec un pouvoir anti-radicalaire supérieur a 80% de 1’ordre
(87,12 £0% ; 83,97 £2,26% ; 81,95 £5,17%) respectivement, a 1’exception de la caféine
qui n’a présenté aucun effet inhibiteur significatif, ce qui pourrait supposer qu’elle est

dépourvue d’activité antioxydante & travers ce test.

Pour suivre le comportement des molécules étudiées une série de dilutions a été

préparées a différentes concentrations allant de 1,56-200 ug/ml pour chaque molécule.

La mesure de la densité optique est effectuée pour chaque concentration & une longueur
d’onde de 517nm et les valeurs des DO obtenues en fonction de différentes concentrations
sont converties en pourcentage d’inhibition par 1’application de la formule décrite dans la
méthodologie. Ces pourcentages ont permis de tracer des courbes pour chaque composé en

fonction des différentes concentrations.

Les graphes ci-dessous representent la variation du pouvoir antioxydant en fonction de

la concentration de chaque molécule (Figure 10).

100+ )
Quercetine

Silymarine

Catéchine
Acide cafeique

% d'inhibition

concentration

Figure 10 : Courbes représentative de I’activité antioxydante des molécules étudiées a des
concertations de 1,56-200 pg/ml par le test DPPH.

20

—
| —



CHAPITRE I11 RESULTATS ET DISCUSSIONS

D’aprés la figure 10 il a été remarqué que les courbes ont la méme allure, une relation
dose-effet est enregistrée jusqu’a atteindre un plateau, caractéristique d’une activité
maximale. Ces profils d’activité anti radicalaire obtenus révelent que les composés étudiés

possédent une activité anti radicalaire dose dépendante.

L’activité antioxydante des composés analysés est exprimée en ICso ce parametre a été
employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il définit la
concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du radical DPPH,
et plus la valeur d’ICso est petite plus les composés sont considérés comme des

antioxydants puissants (Popovici et al., 2009).

La capacité antioxydante IC so des molécules analysées est rassemblée dans le tableau, ci-

dessous
Tableau 111 : Les valeurs d’ICso des molécules testées du test DPPH
Echantillons ICsoug/ml
Quercétine 0,255
Silymarine 49,18
Catéchine 0,003
Acide caféique 0,0001

Les résultats du potentiel anti radicalaire de DPPHe montrent que les composés purs
examinés ont exhibé des valeurs d’ICso faibles (ICso Catéchine=0,003 ug/ml et ICso
Quercétine=0,255 ug/ml) a la seul exception la sylimarine qui a montré une valeur d’I1Cso la

plus élevée (49,18 ug/ml) par rapport au standard I’acide caféique.

La valeur ICso de la silymarine obtenue dans cette étude est comparable a celle
rapportée par plusieurs auteurs utilisant le méme modele, Gerhauser et al. (2003) ayant
enregistré une valeur de 33,8ug/ml et une I1Cso de 50,4 ug/ml a été obtenu par Serseii et al.
(2006). De méme Lu et al. (2014) ont trouvé une valeur d’ICso de la quercétine d’environ
1,00 ug/ml avec un pourcentage d’inhibition du DPPH de 81,60%.

Les résultats issus de cette étude corroborent a ceux déja mentionnés par Lacopini et al.
(2008) qui ont montré I’existence d’importantes classes de métabolites secondaires comme

les polyphénols dont la catéchine, épicatéchine et la quercétine révelent d’étres
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d’excellents antioxydants en raison de leurs capacité a protéger les lipoprotéines a faible
densité (LDL) contre I’oxydation. A travers cette activité ils jouent aussi un role dans

I’inhibition de I’agrégation plaquettaire.

Nanjo et al. (1996); Turkmen et al. (2007); Boots et al. (2008) ont également rapporté
que la quercétine et la catéchine sont de puissants antioxydants in vitro grace a leurs
capacités d’éliminer des especes hautement réactives telles que le peroxynitrite et le radical
hydroxyle. Cette capacité antioxydante peut étre attribuée a leurs structures aromatiques et
a la présence des substituants hydroxyles ce qui leurs confére un réle de donateurs

efficaces d’hydrogene.
111.1.2. Résultats du test du pouvoir anti radicalaire contre le radical ABTS*

Afin de valider les résultats du pouvoir antioxydant des échantillons testés obtenus
précédemment par le test du DPPH, nous avons utilisé un deuxieme test basé sur la
réduction de radical-cation ABTS. Les résultats de D’activité anti radicalaire des
échantillons analysés sont exprimés en pourcentage d’inhibition d’ABTS® a une

concentration de 100 ug/ml (Figure 11).

100+ _ _
- B3 Acide cafeique
80+ *% Quercetine
S XN Catéchine
= i : .
S 60+ ¢ [R—— XX Silymarine
< Cafeine
= 40+
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204 :
0- | b
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X2 (o)
o
V

Figure 11 : Activité réductrice du radical ABTS" par les molécules testées a une
concentration de 100 pg/ml. Les valeurs representent la moyenne de trois mesures + SD et
les comparaisons ont été effectuées par rapport a un standard (Acide caféique) ;
*:p<0,05;, **:p<0,01; ***:p<0,001.
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Les histogrammes présentent les pourcentages de 1’activité antioxydante des composes
testés vis-a-vis du radical cation ABTS. Parmi les quatre molécules analysées la catéchine
a exhibé le pouvoir anti radicalaire le plus élevé (66,50 £12,5%) suivie par les deux autres
composés quercétine (48,54 +4,36%) et la silymarine (40,96 +4,4%) tandis qu’aucune
activité anti radicalaire n’a été enregistrée par la caféine. Ces résultats révélent une
différence tres hautement significative P< 0,001 en comparant avec le standard 1’acide
caféique (91,86 + 0,68%).

Afin de suivre la cinétique de réduction de ces composés antioxydants une cascade de
dilution allant de 12,5-600 ug/ml a été préparée pour chaque composé et la mesure de la

densité optique de I’effet de chaque concentration est effectuée a 734 nm.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle

avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction totale des radicaux ABTS

(Figure 12).
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Figure 12 : Courbes représentative de I’activité antioxydante des molécules étudiees a

différentes concentrations par le test d’ABTS.
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D’aprés les courbes de la figure 12 il a été constaté que les composés les plus actifs sont
la quercétine et la catéchine, ils inhibent environ 80% de radical ABTS & une concentration
de 12,5 ug/ml. L’autre composé relativement actif est la silymarine, avec un pourcentage

d’inhibition de 39% a la méme concentration.

Les valeurs des concentrations qui inhibent 50% du radical ABTS sont presentées dans

le tableau suivant

Tableau 1V : les valeurs d’ICso des molécules testées du test ABTS

Echantillons I1Csoug/ml
Quercétine 0,002
Silymarine 1139
Catéchine 0,002
Acide caféique 0,0006

Selon les résultats enregistrés, la catéchine et la quercétine sont dotés d’un pouvoir
antioxydant équivalent dont la valeur ICsg est de 1’ordre de 0,002 ug/ml mais relativement
faible par rapport a de I’acide caféique dont la valeur est de 1’ordre de 0,0006 ug/ ml.

Quant a la silymarine, elle a montré 1’ICsg la plus élevee.

Expérimentalement, les propriétés antioxydantes des molécules examinées sont évaluées

en utilisant le radical stable DPPH et ABTS a titre comparatif des deux tests

e DPPH: AARCcatechine > AARQuercétine > AAR silymarine
e ABTS: AARQuercétineZ AAR catéchine > AAR Silymarine

La catéchine et la quercétine sont les molécules les plus actives , cela nous permet de
suggérer que le mécanisme de la réaction entre 1’antioxydant et le radical dépend de la
conformation structurale de I’antioxydant en particulier de la présence des groupements
hydroxyle (OH) libre ainsi le nombre, la position et la nature des substituants sur les cycles

B et C (Molyneux, 2004 ; Tsimogiannis et Oreopoulou, 2004).
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Plusieurs auteurs ont rapporté la relation structure-activité scavenging des polyphénols et
ont trouvé que leurs activité antioxydante dépendait du nombre des groupes hydroxyles
(Okawa et al., 2001), dans une autre étude il a été également rapporté que les
groupements fonctionnels présents dans les composés phénoliques en général peuvent
céder facilement un électron ou un proton pour neutraliser les radicaux libres (Chen et Ho,
1995).

111.2. Etude de la cytotoxicité vis-a-vis des globules rouges

Certaines plantes utilisée a visée thérapeutique peuvent présenter a forte dose une menace
pour la santé humaine, dans ce contexte nous sommes intéressés a 1’étude de la toxicité de

molécules pures analysées a une concertation de 500 et 1000 ug/ml.

Cette étude est faite en se basant sur une comparaison macroscopique de chaque solution
en fonction de son aspect, la couleur du culot et du surnageant, et une étude microscopique

qui s’intéresse a la morphologie (forme, taille) des hématies.
» Observation macroscopique

Une observation macroscopique des différents tubes est faite directement par une simple
visualisation a I’ceil nu en comparaison a un tube d’hémolyse total provoqué par une

solution hypotonique d’NaCl (0,2%) (Figure 13).

Silymarine Catéchine

Figure 13 : Aspect macroscopique de I’effet anti-hémolytique (originale).
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Comme la figure Dillustre les différentes molécules testées présentent un surnageant
incolore avec présence d’un culot rouge qui est d0 aux hématies qui sont restés intacte
indiguant I’absence de la fuite d’hémoglobine contrairement au tube témoin positif ou le
surnageant est d’aspect rouge homogéne et limpide ce qui s’explique par la lyse et
I’éclatement des globules rouges et par conséquent la libération de 1’hémoglobine. Afin de
valider les résultats obtenus par les observations macroscopiques nous avons jugé la
nécessité d’évaluer les éventuels changements morphologiques au niveau des globules

rouges.
» Observation Microscopique

Les observations par microscope optique ont permis de mettre en évidence une
morphologie érythrocytaire saine (état physiologique) avec absence de tout signe

d’affections en présence de molécules testées a différentes concentrations 500-1000ug/ml.

Toutes les lames des composeés analysés ont présenté des cellules érythrocytaires analogues
avec une méme taille, méme forme et méme couleur, tandis que la lame de contrdle positif
a montre des hématies éclatée avec une membrane lysée accompagné d’un diversement

leurs contenue (hémoglobine) (Figure 14, 15).
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Figure 14 : Etude morphologique des globules rouges sur frottis sanguin en absence des

composes etudié (x100) (Originale).
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Figure 15 : Etude morphologique des globules rouges sur frottis sanguin en présence des
composés étudiés a différentes concentrations avec un contréle positif. (A) cellules
incubées avec 500 ug/ml de quercétine ; (B) cellules incubées avec 1000 ug/ml de

quercétine; (C) et (D) cellules incubées dans une solution NaCl a 0.2% ; ces observations

sont valables pour les autres composes (x40) (Originale).

La morphologie érythrocytaire obtenue en examen microscopique s’accorde avec

I’aspect visualisé a I’ceil nu qui ne présente aucun effet hémolytique.

A la lumiére de ces deux résultats nous pouvons suggérer que les composés étudiés a
une concentration de 500ug/ml et 1000ug/ml n’ont révélé aucune toxicité vis-a-vis des
globules rouges humain.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de Wellington et Jarvis, (2001) qui ont
soulevé qu’aucune recherche ne mentionne la présence d’une toxicité induite par la
silymarine. D’autres études expérimentales réalisées sur des souris viennent confirmer que
la silymarine ne présente aucune toxicité significative a des doses orale allant de 2500 a
5000 mg/kg (karimi et al., 2011).
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Dans une étude réalisée par Dunnick et Hailey, (1992) sur des rats F344/N males et
femelles il a été rapporté que la quercétine administrée a une dose de 40 a 1900

mg/kg/jours n’a révélé aucun signe de toxicité sur les animaux.
111.3. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro

111.3.1. Hémolyse induite par un choc hypotonique

Dans le but d’évaluer I’activité anti-inflammatoire de quelques molécules pures, nous
avons suivi la méthode de la stabilisation membranaire des cellules. Les globules rouges

ont été utilisés comme modéle.

Les valeurs de la DO obtenues aprés 30 min d’incubation des échantillons sont converties
en pourcentages d’inhibition de I’hémolyse, ces pourcentages sont rapportés dans la figure

ci-dessous

EE Standard Acide salicylique
&3 Silymarine

B3 Cafeine

IO Catéchine

Quercétine

%d'inhibition de I'hémolyse

ATt

Figure 16 : Taux d’inhibition de I’hémolyse induite par un choc hypotonique aux
concentrations de 350 et 500 ug/ml de molécules testées. Les valeurs présentent les
moyennes + SEM (n = 5). Les comparaisons ont été effectuées par rapport a un standard
(Acide salicylique) ; * : p <0,05; *** : p <0,001; ns : non significatif.
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Les résultats enregistrés ont montré que toutes les molécules analysées présentent une
activité¢ inhibitrice de I’hémolyse des érythrocytes humains a des taux variables par

comparaison a celle obtenue pour I’acide salicylique.

A une concentration de 350 ug/ml la quercétine a exercé un effet inhibiteur hautement
significatif (P< 0.001) avec un pourcentage d’inhibition le plus puissant de (56 +0,21%)
deux fois plus que le standard. Tandis que la silymarine, la caféine et la catéchine ont
présenté des pourcentages relativement comparables (27,7 £1,1%, 24,5 £2,3 %, 28,5

+1,3%) respectivement.

En revanche, a une concentration de 500 ug/ml il a été observé un effet anti-
hémolytique le moins important avec une diminution de I’activité de la quercétine au
voisinage de (5,8 £1,8%) suivie par la caféine, la catéchine et la silymarine qui ont
présenté des pourcentages un peu plus élevés de I’ordre de (13 £5,7%; 19 +7,3% et 16,06
18,9%) respectivement. Ceci peut étre expliqué par un encombrement stérique ou bien dd a
I’effet biphasique c'est-a-dire qu’a une concentration relativement faible les composés
analysés protegent les érythrocytes humains, cependant a de fortes concentrations ils
provoquent la diminution de cette protection, cela indique que ’effet de stabilisation des
membranes n’est pas dose dépendant. Ces résultats concordent avec les études antérieures
des Houcher et al. (2001); Hema, (2014).

II est bien clair que les molécules testées ont exhibé un effet inhibiteur de I’hémolyse
induite par une solution hypotonique de ce fait il est a estimer que le pourcentage
d’inhibition le plus é€levé reflete une meilleur stabilisation membranaire dans cette

circonstance le composé testé a une forte activité anti-inflammatoire.

Plusieurs eétudes menées in vitro ont montré, I’effet des extraits de plantes médicinales
sur la stabilisation des membranes érythrocytaires en raison de leur richesse en composés

phénoliques qui couvrent une gamme trées large d’activités biologiques.

les résultats obtenus vont dans le méme sens que ceux de karimi et al. (2011) et
Marouf et al. (2011) qui ont démontré que la silymarine présente des activités de
cytoprotection grace a ces propriétés antioxydantes qui favorisent 1’augmentation de la
superoxyde dismutase et le glutathion peroxydase dans les érythrocytes. En effet 1’action
de la silymarine sur les érythrocytes s’explique par I’incorporation de la silibinine dans la

bicouche lipidique de la membrane cellulaire conduisant a une réduction de 1’hémolyse par
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conséquent la protection contre la lyse. Dans une étude menée par Pawlikowska-Pawlega
et al. (2003) I’effet de la quercétine sur les propriétés de la membrane érythrocytaire a éte
étudié, et les auteurs ont rapporté que la quercétine protége la membrane contre la

peroxydation lipidique lorsqu’elle se localise prés de sa surface.

Garcia-Lafuente et al. (2009) ont mentionné que les flavonoides sont doués de puissantes
activités anti-inflammatoires qui s’exercent a travers plusieurs mécanismes y compris
I’élimination d’éventuelle espéce réactive de 1’oxygene, I’inhibition de la production
d’eicosanoide par modulation des activités de 1’acide arachidonique et des enzymes
métaboliques ainsi que la modulation de I’expression genique des molécules pro

inflammatoires conduisant ainsi a I’atténuation de I’inflammation.

De méme Bennett et ses collaborateurs, (1980) ont montré que plusieurs flavonoides

étaient capables d’inhiber la libération des enzymes lysosomales des neutrophiles de lapin.
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Ces dernieres années, de nombreux chercheurs se sont intéressés aux COmposés
biologiquement actifs isolés des extraits de plantes, considérés comme une Véritable usine

chimique dont il faut tirer le maximum de profit.

Ce présent travail a pour objectif I’étude de I’effet anti-inflammatoire de quatre
composés purs la caféine, la catéchine, la silymarine et la quercétine largement distribues
dans I’espéce végétale. Ainsi nous avons dans un premier temps mis en place ’activité anti
radicalaire a travers la capacité de piégeage des radicaux libres par I’application de deux
tests DPPH* et ABTS™.

Selon les résultats obtenus, nous pouvons avancer que les molécules examinées ont
présenté une inhibition importante vis-a-vis du radical DPPH et ABTS dont les meilleurs

résultats sont ceux obtenus pour la quercétine et la catéchine.

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée selon la méthode de I’inhibition de
I’hémolyse induite par le choc hypotonique, les résultats obtenus mettent en évidence un

potentiel anti-inflammatoire des composés testés a de faibles doses.

Les résultats obtenus sont en faveur d’une activité anti-inflammatoire des composés
purs examinés sur la lyse des membranes érythrocytaires, ainsi ces derniers pourraient
limiter la réponse inflammatoire causée par la libération des enzymes lysosomales des

neutrophiles activés a travers une stabilité de la membrane des lysosomes.

Ce travail reste préliminaire et ne constitue qu’une premiere eétape dans la recherche des
substances pures responsables d’activité anti-inflammatoire et nécessite encore des
investigations complémentaires pour identifier le mécanisme réel par lequel ces molécules
agissent sur la stabilité membranaire des érythrocytes isolés du sang humain. Pour cela il
est intéressant d’approfondir cette étude par des tests d’évaluation de I’effet synergique

entre ces molécules.
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer ’activité anti-inflammatoire d’une variété de molécules
pures d’origine végétale en utilisant des tests in vitro. Dans un premier temps |’effet antioxydant a
été évalue en utilisant le test de DPPH et ABTS, la catéchine et la quercétine ont montré un effet
piégeur remarquable vis-a-vis du radical DPPH avec des ICso de 0,003 ug/ml et 0,255 ug/mi
respectivement comparable au standard, ces deux molécules possedent également une activité
réductrice du radical cation ABTS avec des ICso équivalentes de 1’ordre de 0,002 ug/ml. D’autre
part les résultats de 1’activité anti inflammatoire montrent que ces molécules possédent un effet
protecteur contre 1’hémolyse hypotonique dose non dépendant avec une meilleure efficacité par
rapport a celle de 1’anti-inflammatoire non stéroidien.

Les résultats obtenus pour le test de cytotoxicité ont également montré clairement que ces
molécules ne présentaient aucun effet toxique sur les érythrocytes humains.

Il ressort de cette étude que les molécules testées présentent un potentiel anti-inflammatoire a
travers le modele utilisé.

Mots clés : anti-inflammatoire, hémolyse hypotonique, cytotoxicité, antioxydants, érythrocytes..

Abstract

This study was designed to investigate the anti-inflammatory activity of a variety of pure
molecules of plant origin in vitro. Initially the antioxidant effect was evaluated using the DPPH
and ABTS tests, the catechin and quercetin showed a remarkable scavenging effect against the
DPPH radical With 1Cso of 0.003 pg/ml and 0.255 pg/ml respectively comparable to the standard,
these two molecules also have a significant inhibitory activity of the ABTS radical cation with ICsg
equivalent of about 0.002 pg/ml.On the other hand, the results of the anti-inflammatory activity
show that these molecules have a protective effect against hypotonic hemolysis of non-dependent
dose with a better efficiency compared to that of the non steroidal anti-inflammatory.

The results obtained from the cytotoxicity test have also clearly showed that these molecules had
no toxic effect on human erythrocytes. From this stydy, it appears that the molecules tested have an
anti-inflammatory through th model used

Keywords: anti-inflammatory, hypotonic hemolysis, cytotoxicity, antioxydant, erythrocytes.
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