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RESUME

Artemisia campestrigest une plante médicinale tres répandue dans leakgétien
appartenant a la famille des Astéracées, elle @stue sous le nom de « Dgouft ». Les
extraits aqueux et éthanoliques ont été obtenusnpageration a chaud et par extraction au
soxhlet respectivement. Les rendements sont12i©8% pour I'extrait aqueux et d&4,9%
pour I'extrait éthanolique. La teneur en phénolaug déterminée par le réactif de Folin-
Ciocalteu est d81,25et205,35mg Eq AG/g d’extrait dans les extraits aqueuxtieagolique,
respectivement. Les flavonoides ont été évaluédaparéthode du trichlorure d’aluminium,
leur teneur est dé&3 ,64 et 28,56 mg Eq quercétine/g d’extrait dans les extraitseacuet
éthanolique, respectivement. L'activité antioxyaaatété évaluée en utilisant deux méthodes
différentesin vitro : la méthode de réduction du radical libre DPPHeate du pouvoir
réducteur. Pour le premier test, 'IC50 a éténedé a191,68 mg/Ipour I'extrait aqueux, a
27 ,8 mg/lpour le BHT et ®,97 mg/lpour I'extrait éthanolique, par contre le secoest &

montré un faible pouvoir réducteur des deux extnadtr rapport au BHT.

L'étude in vivo a porté sur 24 rats répartis en quatre lots deraigx chacun,
'expérimentation a duré 30 jours. Le lot témeirie lot 01 ont recu une dose quotidienne de
paraffine et d’extrait aqueux A:campestrisrespectivement, tandis que les lots 02 et 03 ont
recu la méme dose que les lots témoin et 01, régpeent ; plus une dose orale de &Cl
24h avant chaque sacrifice.

Les analyses des marqueurs biochimiques du bilpatiggie (ASAT, ALAT, PAL et
Bilirubines) ont enregistré des teneurs élevéesesnderniers pour le lot 02 ; par contre, les

rats prétraités par I'extrait aqueux et intoxiga@sCC}l, ont montré une diminution.

Mot clés:

Artemisia campestrigolyphénols, toxicité, CGlbilan hépatique



SUMMARY

Artemisia campestriss a medicinal plant belonging to thesteraceaefamily, also

known by the name of « Dgouft ». This species deaspread in the Algerian south.

The aqueous and ethanolic extracts were obtained) Ut maceration and soxhlet
extraction respectively, leading to a yield1®.08% for the aqueous extract atd.90% for
the ethanolic extract. The phenol content deterchimigh Folin-Ciocalteu reagent represents
81.25 and 205.35mg AG/g of extract in aqueous and ethanolic extraespectivly. The
flavonoid content was obtained following the “alunmim trichloride method” which leads for
the aqueous and ethanolic extractsl864 and 28.56 mg eq quercetin /g of extract. Two
different methods were performed in vitro for thei@xidant activity: the free radical DPPH
and the reduction power. For the first test, thB0Qlvere estimated t©91. 68mg/l for the
aqueous extrac7.8 mg/l for the BHT an®.97 mg/l for the ethanolic extract. However, the
second test had shown a weak extracts reductioempoempared to the BHT. Thén“vivd’
study used rats divided in 4 batches of 6 rats ,efacta period of 30 days. The model batch
and the batch 01 have received a daily dose offfpa@nd A.campestrisaqueous extract
respectively, whereas the batches 02 and 03 ret@vaddition, an oral dose of CCR4
hours before every sacrifice. The biochemical marlemalyses of hepatic check up (ASAT,
ALAT, PAL and bilirubin) registered high contentsrfthese markers for batch 02 when
agueous extract pretreated rats and,@@bxicated showed a reduction on the biochemical

markers.

Key Words
Artemisia campestrigolyphenols , Toxicity, CGJ Hepatic check-up.
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Introduction

INTRODUCTION

De lantiquité, aux temps modernes ; sorciers, @ras et autres guérisseurs ont
exploité les avantages des remedes fournis pame deture », pour guérir les maladies
humaines. Comme de nombreux produits de la ndeseglantes sont utilisées en médecine,

en pharmacie et en biologi€djten etal., 2013).

Les plantes médicinales sont employées parfoiagten sélective de par la tradition.
Au fil des siécles, une premiere distinction a e daite entre les plantes comestibles et
celles toxiques. Les connaissances empiriques adéems ont permis aux différentes
civilisations de prendre les plantes comme sousserdielle de médicaments. Jusqu'au début

du 20 siécle, presque tous les médicaments étaienteddaaglantes.

De nos jours, et surtout dans les pays du tiersdeola phytothérapie occupe encore
une place importante. La flore de ces pays resti@r@sent riche et prometteuse, tant dans la
perspective de découvrir de nouvelles espéces ibats que de trouver de nouvelles

molécules ayant une activité thérapeutique, poari$® au point de nouveaux médicaments.

Quelles que soient les parties et les formes sesgutlles elles sont utilisées, les
plantes sont extrémement riches, elles contiendeststructures chimiques complexes. Le
métabolisme des plantes contient des milliers déérdnts constituants dont [I'effet
thérapeutique n'est évidemment pas lié a tousdegpasés, de méme pour ce qui est d'effet

nocif ou toxique.

Seulement 20% des plantes dans le monde ont atdisasia des tests et a des examens
pharmacologiques ; dans ce contexte, il deviergiplessque des antioxydants anti- cancéreux
et anti-inflammatoires naturels dérivés des plasi@ent utilisés comme supplémentation

nutritionnelle et pour la consommation humailalifi etal.,2013).

Selon I'organisation mondiale de la santé, en 2808 de la population mondiale a eu
recour a la médecine traditionnelle pour les presrgeins. Les composés dérivés des plantes,
sont a la base de plusieurs médicaments commegsalaujourd’hui dans les pays

industrialisés.
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Par ailleurs, l'Algérie est considérée parmi leysp@&onnus pour leur diversité
taxonomique au vu de sa position biogéographigueilggiée et son étendue entre la
Méditerranée et I'Afrique sub-saharienne.En effetflore algérienne est potentiellement

riche, beaucoup d'especes endémiques la composent.

Dans ce sens, nous partageons avec les pays meauiens et ceux du Sahel un large
éventail de composés phytochimiques d'un inté@djssant d’ou I'importance du travail de

recherche proposé.

Ce brassage d'espéces constitue pour notre payséuimable richesse qui doit étre
préservée et gérée rationnellement et durablemams ¢ but de maintenir les équilibres

ecologiques déja fragiles et de conserver notrersité biologique.

De nombreuses plantes algériennes possedent desiépre médicinales et une
demande croissante pour les remédes d’origine aiegest relevéeBakchiche etal.,2013).

Ces plantes contiennent des composés phénoliquetavemnoides qui sont des
antioxydants naturels qui ont aussi des proprigdd8 mutagénes, anti cancerigenes,

cardioprotectrices, anti inflammatoires et antimiennes.

De nombreux antioxydants synthétiques tels que utyIBydroxyanisol (BHA) et le
Butylhydroxytoluéne (BHT) ont largement été utisséomme additifs alimentaires et leur
utilisation a donné naissance a des interrogatimmgernant leur toxicité. Dans ce sens, la
médecine préventive s’intéresse de plus en pludeaaloppement des antioxydants d’origine
naturelle de source botanique et obtenus spéciateangartir des plantes médicinal&ahi
etal., 2013).

Chez I'étre humain, le stress oxydatif, résultaes dadicaux libres, contribue a
d'innombrables désordres au niveau du corps, caubathérosclérose, l'arthrite, les
infections tissulaires, les gastrites et le can@rhartono et al.,, 2012 ; Rashid et al.,
2013).Les maladies du foie sont considérées, adifowir comme étant les plus répandues.
Malgré I'avancée de la médecine, leur traitemestierémité. Cependant, les pathologies liées
aux maladies hépatigues sont dues au stress dxgtlatix inflammations gu'il produit. Selon
gue l'on retarde ou que I'on blogue les processagydation et d’inflammation, on peut

arriver a une thérapie pour la prévention ou leeimaent des maladies hépatiques.
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Récemment, le modele le plus probable dans la relohen vivo des agents
hépatoprotecteurs est celui utilisant le tétrachrde carbone comme déclencheur sachant

gue ce dernier cause des dommages hépatocellyareg etal.,2010 ;Hou etal.,2013).

Pour cela, les tests scientifiques portant sursuiestance active d’'une plante donnée
sont d’abord effectués sur des animaux et /ou sarcellules. Il est de ce fait important de
vérifier si la substance examinée exerce une aguehconque sur la formation cellulaire et si
elle peut déclencher des mutations. Ces examengéalisés tant sur le systeme cellulaire
gue sur des animaux ; principalement les sourisstllégalement essentiel de savoir si cette

substance est susceptible d’étre cancérig&rénwald etal., 2009.

C'est dans cette optique que s'insére l'objectgrdgent travail qui consiste, en premier
lieu, en une extraction, une caractérisation etéuatuation de l'activité antioxydaritevitro
des extraits d'une plante médicinale et aromatitjsklgérie: Artemisia campestrif’armoise
rouge); puis I'étude d'un éventuel effet protectdes antioxydants présents dans cette plante
contre un polluant a savoir le tétrachlorure déocae sur des rats contaminés par ce dernier

(essain vivo).
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CHAPITRE I: MONOGRAPHIE DE LA PLANTE

l. GENERALITES

Le genreArtemisiaappartient a la famille des Astéracées: c’est tes genres les plus
répandus et les plus étudiés de cette famillepiitient un nombre variable d’espéces allant
jusqu’a 400 especeM(cciarelli etMaffei., 2002).

Il a été rapporté que le gendetemisiaest riche en métabolites secondaires tels que les
flavonoides, les acides cafféeoylquiniques, les caimas, les huiles essentielles, les stérols et

les acétyleneKundan etAnupam., 2010).

Les especes qui appartiennent au gemxgemisia possedent des propriétés
thérapeutiques, elles sont non seulement utilidées la médecine traditionnelle, mais aussi

dans les industries alimentaire et pharmaceutijligafili etal.,2007).
Artemisia campestrig..,1753.

Le genreArtemisia, disposé@utour du monde, pousse sauvagement dans I'héanesph
nord ;onze especes ont été recensees dans laddregérie.

Artemisia campestrigst connu sous I'appellatiandgouft », poussant dans la steppe et
le désert Bakchiche et al., 2013). Les populations du Sud I'utilisent poumea les troubles
digestifs, les maux abdominaux ainsi que les naudée usage externe, elle cicatrise les plaies

et les braluresTlemani, 2005).

Il.  APERCU HISTORIQUE

On peut lire dans maints ouvrages de la mytholggeeque et romaine que I'armoise —
la «mére des herbes» — était tenue en haute estitat que plante médicinale. Dans I'Empire
romain, I'armoise était soi-disant plantée le laleg routes afin que les Iégionnaires n’aient pas
les jambes fatiguées lors de leurs déplacementie Ganviction a persisté pendant des siecles,
jusqu’au Moyen-age. Le savant William COLES éctivai 1656«...en mettant de I'armoise
le matin dans les chaussures, on peut parcourir ldrges et des lieues jusqu’a midi sans

fatigue.».
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On a fréequemment attribué a I'armoise des forcegiguas. C’est ainsi qu’'un bouquet
d’armoise accroché sous le faitage était censégeota maison et tous ses habitants contre les

épidémies et la foudre.

[1l. TAXONOMIE

SelonCaratini (1971),Artemisia campestrigst classée dans:

Regne:Plantae

Sous régneTracheobionta
Embranchement: Spermatophyta
Sous embranchementMagnoliophyta
Classe:Magnoliopsida

Sous classeAsteridae

Ordre: Asterales

Famille: Asteraceae

Sous famille:Asteroideae

Tribu: Anthemideae

Sous Tribu: Artemisiinae

Genre: Artemisia
Espece:Artemisia campestrik.

Nom vernaculaire : Armoise champétre, Aurone-des-champs, Armoise rouge
(Lombard etBajon, 2000.

V. REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Espéce présente dans toute I'Europe, a I'excegigrzones arctiques et de la plupart des
les ; Baléares, Corse, Sicile, Créte, Irlandenidé, Spitzberg, etc.; aussi en Sibérie, en Asie
occidentale et au Maghreb. En France, elle a usteilwition inégale: assez bien représentée
dans le sud et l'ouest, elle est plus rare dansitegagnes de l'est, et plus encore dans le nord-

est.

V. DESCRIPTION BOTANIQUE

Artemisia campestriest un arbuste aromatique a tiges robustes, d’antetr de 30 a 80
cm (igure 01).Cette plante possede des capitules trés petitstsé(1 a 1,5 mm) ovoides ou
conigues, a involucre scarieux, ne contient que 8fhkeurs de couleur jaunatre bordées de

rouge, et a pédoncule muni de poils blanchatresiékre.
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Les feuilles dArtemisia campestrisontglabres de couleur verte foncée, les inférie
dipinnatiséquées, les supériel pinnatiséquées, les basales pétiolées et auricuEesiges

sont ligneuses a la base striBeydjouref, 2011).

Figure n°01:Artemisia campestris L.

V.1 Caracteres diagnostique

C’est une fante vivace, a souche ligneuse trés ramifiée, @eéa B0 cm de hautel
pratiguement inodore ages rameuses, couchées a leur base, puis redregedgralemer
rougeatres, glabrescent&es euilles sont vertes ou vestunatre, divisées en fines laniéer
feuilles deux fois divisées, les supérieures sesdies inférieures pétioléd.es fleurs jaunatres
sont réunies en deombreux capitules trés petits, ovoides; involuereaéceptacle glabre
fleurs du centre du capitule stériles ou hermagtesdcelles de la périphérie généralen
unisexuées et femelles; étamines a antheres pédsrg pointe a leur sommeLa floraison a
lieu du mois d'ao(t au mois d’octobriC’est une spece particulierement polymorphe
l'intérieur de laquelle on a décrit de tres nombréaxons infraspécifiques, sc-especes,
variétés, de valeur médiocre, tres lisées, et correspondant souvent a des varia

stationnelles.

V.2 Principales régions de cultur

Ce sontés pays méditerranéens (Espagne, Portugal, sudrtarice, nord de I'Afrique
le groupement des Etats indépendants (Criméesjiellles Philippirs, les Antilles, I'Afrique

du sud, l'Australie, les Etatdnis et le Mexique
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VI. COMPOSITION CHIMIQUE

L'utilisation des solvants a polarité différentejse par des étapes de fractionnement et
lemploi de différentes techniques de chromatogmappermettent d’extraire, séparer et

identifier les différents composés présents dameXdraits de plantes.

Les études chimiques des espéces du gArbemisia indiquent que les classes des
composés qui sont présents sont en particulies tdgpenoides et les flavonoides. La riche
accumulation des térpenoides et des flavonoides anhuiles essentielles de ce genre est
responsable de leur utilisation pour aromatisealgsents et les liqueur8éykan Erel etal.,
2010).

La partie aérienne Artemisia campestrigst riche en métabolites secondaires tels que
les polyphénols, les flavonoides, les tanins, lekes essentiellesl¢a et al.,1998 ;Juteau et
al., 2002).

La composition chimique de I'huile essentielle gagelon le chimiotype considéré
(Bruneton, 1999), elle varie également selon les conditigaegraphiques et climatiques
(température, altitude, précipitation, hauteurection du vent, heures de soleil, etc.), et selon

la phase de développement de la plamekpvic etal.,2003).

Plusieurs étudedAkrout etal., 2001 ;Juteau etal ., 2002) ont rapporté la composition
des huiles essentielles’Adtemisia campestris I'huile essentielle est analysée par la
chromatographie en phase gazeuse couplée a laspétie de masse (CG-MS)teau etal.
(2002), ont identifié et caractérisés dans une cesmuie Camargue (Marseille, France) 51
composés, les plus abondants sonty-terpinéne, capilléene, 1-phenyl-2,4-pentadiyne,
spathulenol, methyleugenol, p-cymeéng@-gtinene.

D’aprésAkrout etal. (2001) les constituants les plus abondants ddspéce de Tunisie
sont : B-pinéne (24,2-27,9 %), p-cyméne (17.4-22.3%) ogpinéne (4.1-11.0%), ces

constituants représentent plus de 45 % de I'hotkdée.

Le contenu phénoligue total, les flavonoides, E$véds hydroxycinnamiques, les dérivés
hydroxybenzoiques de I'extrait éthanolique (80%)adpartie aérienne Alrtemesia campestris

ont été déterminés par des méthodes spectrophotqueefableau 01J).
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Les flavonoides identifiés che&rtemisia campestrisont: flavone (apéginie), flavonol
(kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine)hydroflavonols (taxifoline-7-méthyle)
(Valant etal., 2003){Tableau 02.

Les feuilles dArtemisia campestricontiennent aussi des alcaloides et des saponines
(Naili etal.,2010).

Tableau n° 01:Teneur en polyphénols de la partie aérieriAe chmpestris
(Djeridane etal.,2007).

Phénols y Dérivés hydrox | Dérivés hydrox
Plante 2 | Flavonoide$ | ~< . ;
totaux Cinnamiques’ Benzmqueg
Artemisia campestris 103.4 95

a: mg EAG/g psh : EQ(m/m),c: EAC (m/m),d : EAG (m/m).

Tableau n° 02:Composition chimique de I'huile essentiedfd. campestris (Akrout et

al., 2011D.
Composés RI % Composés RI %
a-Pinene 930 5,3 a-Humulene 1457 0,3
b-Pinene 975 34,2 a-Ylangene 1470 1,3
b-Myrcene 992 6 Germacrene D 1485 7.3
a-Terpinene 1117 0,3 Zingiberene 1490 0,4
p-Cymene 1026 2.3 Bicyclogermacrene 1494 2
Limonene 1031 8,2 (E,E)-a-Farnesene 1508 1
(2)-b-Ocimene 1043 4,6 c-Cadinene 1511 0,2
(E)-b-Ocimene 1053 4,3 d-Cadinene 1528 1,9
c-Terpinene 1063 6,1 a-Cadinene 1550 0,1
a-Terpinolene 1088 1 Elemol 1561 0,2
Linalool 1103 0,1 Spathulenol 1576 1,9
Terpinen-4-ol 1185 0,8 Globulol 1582 0,6
a-Terpineol 1195 0,8 Geranyl isovalerate 1606 0,5
Geranyl acetate 1381 0,8 a-Acorenol 1630 0,6
(E)-b-Caryophyllene 1422 0,4 a-Cadinol 1640 1,2
Aromadendrene 1446 0,2 b-Eudesmol 1649 2.8
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VII. UTILISATION TRADITIONNELLE D ’Artemisia campestris

VII.1 Activités biologiques

En plus de son utilisation traditionnell&rtemisia campestrigpossede de nombreuses

propriétés biologiques, parmi lesquelles on petetci

VII.1.1 Activité antioxydante

Les composés phénoliques sont rapportés comme davdsd@le multiples effets
biologiques incluant une activité antioxydantes peuvent agir comme des piégeurs de
radicaux libres ou en empéchant leur format®akchiche etal.,2013).

La partie aérienne 'Artemisia campestrisposséde des activités antioxydantes
significatives. En effet, cette plante est richecemposés dotés d'une activité antioxydante
tels que: les flavonoides, les polyphénols etdeins.Ces différents constituants exercent des
actions antioxydantes en inhibant la productioat@on superoxyde, I'hydroxyle, comme ils

inhibent la peroxydation lipidique au niveau desnmsomesEruneton, 1999).

Dans une étude réalisée paniya et al. (2000) ; l'activité antioxydante de I'extrait
aqueux @Artemisia campestrisa été testée par la méthode du DPPH (2,2-diphehyl-I
picrylhydrazyl) ; les résultats obtenus ont morguée I'extrait aqueux possede une activité

antioxydante élevée.

De leurs cotékrout etal.(2011) ont étudié I'activité antioxydante de treidraits de la
partie aérienne 'drtemisia campestrighuile essentielle, extrait aqueux, extrait éthamue
50%) en utilisant trois méthodes différentes: lahmée au DPPH, la technique de décoloration
du B-carotene et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-34ékryzthiazoline-6- sulphonic acid) ;
ils ont trouvé que I'huile 'drtemisia campestripossede une faible activité antioxydante alors
gue les extraits aqueux et organique montrent atigité antioxydante importante comparée a

celle de I'huile essentielle.

VII.1.2 Activité antibactérienne

Artemisia campestriest une plante médicinale utilisée dans le traitérde nombreuses
infections telles que les infections urinairBgili etal. (2010), testant I'activité antibactérienne

de I'extrait méthanolique des feuillesAdemisia campestrisont trouvé que l'activité de cet
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extrait est plus efficace contre les bactéries gpasitif (Staphylococcus aureugue celles de
gram négatif Eischerichia col).

De leur c6téBen Sassetal.(2007) ont étudié I'activité antibactérienne detgriaxtraits
organiques (Méthanol, acétate éthyle, acétone rafolone) de 23 plantes médicinales dont
Artemisiacampestrisontre 14 bactéries gram positif et gram négatf tésultats ont montré
gue l'extrait d’acétone est le seul qui montre wuwtion inhibitrice contre trois types de

bactériesStaphylococcus epidermigdisaprophiticusetaureus.

En outre, Artemisia campestripossede des propriétés antifongiques. Dans ce sens,
Kyeong etal. (2007) ont étudié I'effet antifongique de I'extrafgueux des racinesAdtemisia
campestrissur des champignons de mycorhize ; les résultasnab montrent que I'extrait

agueux possede un potentiel antifongique.

Par alilleurs, les plantes du genketemisia contiennent une endoperoxydase type du
genre sesquiterpene lactone appelé: artemesiRend €tal., 2013) . Ce composant constitue
le métabolite secondaire le plus important cheretles espécesAttemisia: il est considéré
comme une drogue antimalariale tres efficace cofdreparasite qui cause la malaria:
Plasmodium falciparunfDonrop et Day. 2007 ;Nakaseet al., 2008) comme il est efficace
contre les maladies infectieuses telle que I'hépadi (Romero et al ., 2005). Enfin, des
propriétés antifongiques et anticancéreuses, diepr@sence de flavonoides, ont été mises en

evidence par des testsvitro (Gouveia 2013).

VII.1.3 Effet insecticide

Une étude récente a été réaliséeRarela(2009) ou I'extrait méthanolique de la partie
aérienne tArtemisia campestrisa été testé pour son activité répulsive contreféeselles
adultes d’'une espéce de moustiqiidex quinquefasciatuSet extrait a montré un degré de

répulsion trés intéressant contre ces parasitéswsode plusieurs maladies comme la malaria.

VII.1.4 Propriétés allélopathiques

Les plantes du genrtemisiapossedent des propriétés allélopathiques par trdnbile
la croissance et la germination de certaines pdadéel’entourage. Ces propriétés sont dues
probablement a la présence d’acides phénoliqgud&aetres composants polairasygong et
al., 2007).
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VII.1.5 Activité hypoglycémiante

Sefi et al. (2012) ont recemment démontré que les feuille&rtdmisia campestris
contiennent des composés bioactifs tels que legppéhols qui améliorent la réponse des
cellules B du pancréas contre l'alloxane induisant le diabétez le rat. En effet, en
expérimentation animale, l'alloxane induit une hygbgcémie et une hypoinsulonémie
importantes, accompagnées d’une perte de poiddniifastration de I'extrait aqueux a montre
une baisse du taux de glucose sanguin suivie dalisation du taux d’insuline sérique. Le
mécanisme probable par lequel agit I'extrait desllifss d’Artemisia campestrisur I'alloxane
est de moduler son effet antidiabétique en agissantes cellule du pancréas qui sont
encore fonctionnelles aprés le traitement , rédiigansi la production de glucose dans le foie

et/ou augmentant sa consommation par les tissus.

VII.1.6 Effet antipoison

Les extraits d’acétate d’éthyle, d’éthanol, de ragth et du dichlorométhane des feuilles
d’Artemisia campestrisont été testés pour leurs capacités de neutralsatu venin de
scorpion et de vipére ; les résultats obtenus amttré que I'extrait éthanolique inhibe l'activité
de dégradation des globules rouges contre le veninscorpion Androctonus australis
garzoniiDes résultats similaires ont été obtenus pourtrbéixau dichlorométhane pour la

neutralisation de venin de la vipévkacrovipera lebetingMemmi etal.,2007).

11



Etude bibliographique

CHAPITRE IIl: LES COMPOSES PENOLIQUES

|. GENERALITES

Les polyphénols sont probablement les composéseataties plus répandus dans la

nature et, de ce fait, sont des éléments qui famtio de l'alimentation animale. A titre

d'exemple, 'homme consomme jusqu'a 10 g de cepazds par jour. Ces substances sont

dotées de certaines activités résumées ddablEau 03.

Tableau n° 03:Les différents acides phénoliqué&(lin etCrouzet 2011).

Squelett,e Classe Exemple Origine
carboné
C6 Phénols simples Catéchol Nomb(euses
especes
C6-C1 Acides hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques Py y d P '
. . . Acide caféique,
Acides Hydroxycinnamiques . L
Acide férulique
Phenylpropenes L
. Muyristicin, Pomme de terre,
C6-C3 Coumarines , L. .
_ Eugénol Scopolétine Pomme, citrus
Isocoumarines .
Myristicine,
Chromones , .
Eugénol Eugenine
C6-C4 Naphtoquinones polyphénols Juglone, plumbaging Noix
C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine
Stilbénes Resvératrol .
C6-C2-C6 . . Vigne
Anthraquinones Anthraquinones
uercétine, cyanidine, | Fruit, légumes,
C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides Q ) ,_y g. .
Daidzéine fleurs, soja, pois
Lignanes Pinorésinol .
C6-C3)2 . L Pin
( ) Neolignanes Eusiderine
(C6-C3-C6)2 Biflavonoides Amentoflavone
I . fruits & noyaux,
(C6-C3)n Lignines Bois raisin, kaki
(C6-C3-C6)n Tanins condenseés

12
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Les composé phénoliques et flavonoides présents ldamplantes sont des antioxydants
naturels, ils ont aussi des propriétés antimutagyéaeti cancérigenes, cardioprotectrices, anti

inflammatoires et anti microbienneRiéhi etal., 2013) {igure 02).
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Figure n° 02: Les principales classes des polyphénBlsifineton ,1999).
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Par ailleurs, les polyphénols sont des produitsndtabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins un noyapéh@&ue auquel est directement lié au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dames autre fonction telle que : éther,
ester, hétéroside...et@runeton, 1999 ;Lugasi etal ., 2003).

En effet, les composés phénoliques, constituegtdape le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétauec, plus de 8000 structures phénoliques
connuesl{ugasi etal .,2003).

Les principales classes de composants phénoliqugsles acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chloragée), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins,est doumarinesking et Young, 1999 ;
Tapiero et al.,, 2002). Les polyphénols sont présents dans tdaegeparties des végétaux

Supérieurs: racines, tiges, feuilles, fleurs, fr(Boizot et Charpentier ,2006).

Il est a noter que les polyphénols jouent un gredld dans la quantité nutritive et
hygiénique des aliments ; certains d'entre euxdeast propriétés vitaminiques utilisées par
l'industrie pharmaceutique. lls interviennent égedat dans la digestibilité des aliments, dans
l'utilisation physiologique des protéines (aveqledles les tanins se combinent), ...etc. Les
décés dus aux infarctus du myocarde ou par atHérose coronarienne sont associés aux
taux élevés du cholestérol de type LDL (Low Densiyoprotéines) circulant dans le sang.
Des études ont démontré qu'une consommation impertd'antioxydants phénoliques
(vitamine E, quercétine...) pouvait étre corrélgecaune baisse significative des déces par

athérosclérose, en diminuant lI'oxydation des LBiagkel etal., 1995).

Ainsi, les polyphénols agiraient aussi en inhibkagrégation plaquettaire impliquée
dans le phénomene de thrombose qui peut conddioedusion des artéres. lls sont actifs
contre de nombreux cancers (colon, estomac, feie, prostate, poumons, peau, vessie,...etc)
a tout les stades de la cancérogénése. Au siad@ation, ils agissent comme agent bloquant
en empéchant l'activation du pro carcinogene. Adestde promotion et de progression, ils
agissent comme agent suppresseur de tumeurs. leasmisr@es impliqués peuvent, l1a encore,
étre trés variés: prévention du stress oxydantjbitibn du métabolisme de [l'acide
arachidonique et des réactions inflammatoires asecinhibition de la protéine kinase C et

de la prolifération cellulaire, induction de I'apoge et inhibition de I'angiogénese.

Comme ils pourraient aussi exercer des effets ¢ietes contre les maladies

hormonodépendantes telle que l'ostéoporose en amdld réponse aux oestrogenes
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endogenescalbert et Williamson, 2000) Enfin, les composés phénoliques et en partict
l'acide salicyligie (acide hydroxybenzoique) ont également
propriétés antiseptiqueRipereau, 1964). Cependant, les preuves de leurs effets

I'homme restent encore insuffisan

Il.  LES ACIDES PHENOLIQUES

II.1 Les acides hydroxybenzoique

Les acides hydroxybenzoiques présentent une steuem C-C1l, composée d’'u

noyau benzeénique sur lequel vient s’attacher ua@netaliphatique a un carborfigure 03).

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide p hydroxy
R2 R1 benzoique
- G H OH | OH H Acide
— protocatechique
Ré H OCH3 OH H Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure n° 03: Lesprincipaux acides hydroxybenzoiq (Sarni-Manchado et Cheynier,
2006).

On trouve l'acide vanillique, l'acide syringiqueadide gentisique et I'acide galliqu

Le principal compose” est I'acide gallique dontdaeur est comprise en100et230 mg/kg.

Les acides hydroxycinnamiqi: L'acide cinnamique est un composé-C3 produit
par une désamination de la phénylalanine catalyaéta phénylalanine amorlyase, I'acide
paracoumarique (peumarique) est alors produit par I'hydroxylatioa Ithcide cinnamique.
L’acide cinnamique et les acides hydroxycinnamigsest aussi désignés sous le terme
phénylpropanoides. Leur squelette de base est yaunbenzénique avec une che
aliphatique a 3 carbones, avec un ou plusieurspgments hydroxyles svent estérifiés en
ester d’alcool aliphatique. Les acides hydroxycmigaies communs sont les acides caféi
p-coumarique, féruliqgue et sinapique. lls sont prtxdpar des séries d’hydroxylation et

méthylation et ils s’accumulent souvent sous fod'esters d’acide tartriqu
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[1.2 Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés polyphénoliquesrguiine structuren C6-C2-C6 ;
deux noyaux benzéniques reliés par un pont métaylgs sont produits par les plantes
réponse a des attagues fongiques, bactériennegabes ; ce qui a été démon pour le
trans- resvératrolLe resvératrol est synthét par la condensation ddrcoumaryl, avec 3
malonyl CoA donnant chacun 2 atomes de carboneéaetion est catalysée par la stilb
synthase jes produits impliqués étant les mémes que powyidhése des flavonoides,
seule différence concerfienzyme catalysant la réacn. Le resvératrol se trouve sous for
cis et trans, et est présent dans les tissus wéggtancipalement sous forme de tr-

resveratrol-3-O-glucosides.

Il existe des formes oligoméres des stilbénes,tiiises dans le raisin, telles que

pallidol et les viniférines.

[I.3 Acides hydroxycinnamique:

= Dérivent de I'acide cinnamiq ;

= Ont une structure générale de base de typ-C3) ;

= Existent souvent sous forme combinée avec des miekorganique ;

» Les degrés d’hydroxylation et de méthylation dueyenzénique, conduisent a u
réactivité¢ chimigueimportante de ces moléculela figure 04 représente les

prindpaux acides hydroxycinnamiqt.

Structure Rl R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
R ASH H OH H Acide p coumarique
K,H | OH OH H Acide caféique
. FL OCH3 | OH H Acide férulique
OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

Figure n° 04Principaux acides hydroxycinnamiq! (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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[ll.  LES FLAVONOIDES

Le terme flavonoide désigne une trés large gamnmeagposés naturels appartenal
la famille des polyphénolsSeyoun et al. ,2006).Is sont considérés comme des pigmu
guasiment universels des végétaux, souvent resplessae la colottion des fleurs, des frui
et parfois des feuilles. A I'état natL, les flavonoides se trouvent le plus souvent soume
d’hétérosidesGhestemetal., 2001).

Du point de vue structural, les flavonoides se né&gs®nt en plusieurs classes
molécules ; en effetplus de 6400 structures ont été identifieHarborne et Wiliams.,
2000).

[11.1 Structure et classificatior

Les flavonoides sont des dérivés bey-pyranne §kergetetal., 2005). Leur structur
de base est celle d’'un diphényl propane a 15 atde carbone (C&3-C6), constitué de
deux noyaux aromatiques qui désignent les lettres B, reliés par un hétérocycle oxygé
qui désigne la lettre M@coste, 2003) figure 05).

& o 0
| [ Flavone |
NS
OH =
B
: / S
Flavonol
s Isoflavone
\ p I
2 S O
\ / 0 o
2 OH
Anthocvanidine Flavan-3-ol
Tlasamasma

Figure n° 05: Structure de base des différeflavonoides Chira etal.,2008).
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De fagon générale, les flavonoides se trouventsihdtat libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosidedars ce cas ils sont liés a des sucres tels
gue le glucose, le rhamnose, l'arabinose, ils peuea outre étre des monomeres ou des

oligomeres Dacostg 2003).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusielasses dont les plus importantes
sont: flavones, isoflavandiols, flavanols, flavasldj aurones, chalcones, anthocyanins
(Effendi etal., 2008).

[11.2 Localisation et distribution

Les flavonoides possédent une large répartitions deanmonde végétal, ils sont

distribués dans les feuilles, les graines, I'écatdes fleurs des plantdgl¢dic etal., 2003).

Les formes hétérosidiques des flavonoides, s’aclamhdans les vacuoles et selon les
especes, elles se concentrent dans I'épidermeedées ou se répartissent entre I'épiderme
et le mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles mmcentrées dans les cellules épidermiques
(Bruneton, 1999).

IV. LES PRINCIPALES CLASSES DE FLAVONOIDES

IV.1 Les favones et les flavonols

Les favones et les flavonols représentent la majaies flavonoides connus, dans plus
de 90% des cas. Chez ces molécules le cycle Albstiwié par deux hydroxyles phénoliques
en C-5 et en C-7.Ces hydroxyles peuvent étre libtesgthérifiés, I'un d’entre eux peut étre
engagé dans une liaison hétérosidique. D’autrestitutions peuvent intervenir avec des
fréquences variables: hydroxyles libres ou éthesitn C-6 et/ou en C-8, isoprénylation ou
méthylation en C-6 ou en C-8, implication du C/etC-8 dans une liaison carbone-carbone

avec un sucre.

Le cycle B est substitué dans 80% des cas en fedt, étre disubstitué en C-3’ et C-4’,
ou moins fréquemment 3’,4’,5'-trisubstitué; ces &ithants peuvent étre des groupes
hydroxyles (OH) comme ils peuvent étre des méthexxyOCH). Les autres positions (C-2’et
C-6’) ne sont qu’exceptionnellement substituées.
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Les principales flavones sont l'apémne et la lutéoline, alors que les principi
flavonolssont la quercétine, kaempfé et la myricétineBruneton, 1999 (figure 06).

Ry =H; Ry = H: Kaempferol
Ry=0H; R;=H: Quercetin
Ry=0H; R;OH: Myricetin

Ry = OCHa3; Ry = H: Isorhamnetin

Figure n°06: Structurechimique de quelques
flavonols Bruneton, 1999.

IV.2 Les flavanones etes dihydroflavonols

Ces molécules sont caractérisées par I'absenca deuble liaison C-C3 et par la
présence de centres d’asymétrie. Les variationststiales sont de méme nature que ct
décrites pour les flavones et les flavonols. Légydiioflevonols se distinguent des flavanol
par I'nydroxylation de la position-3. Ces flavonoides semblent un peu moins fréquopre
leurs homologues insaturés rassemblant les flaven&avonols. La princigle flavanone est
la naringéninealors que la dihyroflavonol la plus rencontréest la catéchineBruneton,
1999).

IV.3 Les chalcones

Les chalcones, dépourvues de I'hétérocycle cerdoal{ caractérisées par Irésence
d’'un chainon tricarborcétonique. Si les substitutions sur le noyau A denplus souvel
identiques a celle des autres flavonoides, le n®/ast assez fréquemment non subst
Pour ce type de molécules, la numérotation degiposiest differente des autres flavonoit

Les chalcones les plus importants sont: la bu et la phlorétineBruneton, 1999).
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5 Rs
y 4
q‘
R %
o' /
| T
Rs |/
H1 O
1: R1=R_|=OH: R3= R_l.=R;=H 3 R|=R_\=OH'. R3=Ra=R5=H
2: Rj=R;=0H; R.=R;= FK.=H 4: Ry= Ri=R.;=0H: R.=R;=H

5: R]=R1=()H: REZ()CH:ﬂ R_|=R:.1=H

1: 27,3- dihydroxychalcone;

8]

il dihydroxychalcone; 3: 27,47~ dihydroxychalcone; 4

LA
27,47, 3- rihvdroxychalcone; 5: 2.4 -dihydroxy-3 -methoxychalcone.

Figure n° 07: Structure des chalcon@runeton, 1999.

IV.4 Les anthocyanidines

Les anthocyanidines sont toujours hydroxylés eritipas3, elles se caractérisent |
I'absence du groupe hydroxyle a la positiolLes anthocyanidines les plus abondants sol

pélargonidine, la cyanidine et la péonic (figure 08, tableau 04.

R 1

Figure n° 08: Structure chimique des anthocyanidines
(Bruneton, 1999)

21



Etude bibliographique

Tableau n° O4Les différents groupes des anthocyanidif@&slia etal.,1999

AnthocyanidinesR=H R, R,
Malvidine OCH OCH;
Péonidine OCHl H

Delphinidine OH OH
Pétunidine OCH OH
Cyanidine OH H

V. BIOSYNTHESE DES POLYPHENOLS

La biosynthese des polyphénols se fait par deussvpiincipales.

V.1 Lavoie de 'acide shikimique

Dans cette voie, I'érythrose 4-phosphate et le phosdnol pyruvate sont produits par
les hydrates de carbones lors de leur dégradatioriapvoie des pentoses phosphates et la

glycolyse, respectivement.

Ces derniers sont a l'origine des composés pharesdidC6-C1 formant les tannins
hydrolysables et de la chalcone qui est la molédalease de tous les flavonoides et tannins
condensésHaslam, 1998;Dewick, 1995).

Aussi, il est intéressant de préciser que la tpst la phénylalanine dérivent de cette
voie métabolique. En effet, ces deux acides ansnasdes intermédiaires métaboliques entre

I'acide shikimique et I'acide cinnamiquigure 09).
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COOH
PO cooH CHO Lo OH_, coOoH cooH
i H——OH H—1 o -
cH2 T h——oH —=on— | — _I --]\6 N o
o
Acide ,_.:3;,\, - QX o vJ\
Phosphoenol CH20P H— OH o~ 4T o = T OoH
pyruvique -1
PEP Erythrose 4 P “ OH O OH
{ - Acide 3 déhydrogquinique Acide 2 dehydro
CH20FP (DHQ ) shikimique DHS )

Acide 3 deésoxy D arabino
heptulosique 7 P (DHAP)

[ = CH2 -
J > 1}

o COOH
OH OH
Acide shikimigque

5-Enolpyruvylshikimate 3 P Shikimate 3 P

EPSP)

Acide chonsmigue
CA)

Acide prephéenigue

OH
L-Tyrosine

Figure n° 09: La voie de shikimate<oss 1997)

V.2 La voie duphénylpropanoide

La voie du phénylpropand® commence par la phénylalanine (Phe) qui fowmiplus de

principaux acides phénoliques simples, coumaririssflavonoides, flavonoides, aci

salicylique, des précurseurs de lignine, qui esntjtativement le second biopolymere le

important apres la cellulogggure 10).
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Figure n° 1C: La voie de phénylpropanoidgioffmann
etal., 2009

VI. ACTIVITES BIOLOGIQUE S DES FLAVONOIDES

VI.1 Activité antibactérienne

Il a été rapporté que les extraits de plantes etudmup d’autrespréparations
phytochimiques riches en flavonoides poent une activité antimicrobienneTim et
al.,2005).

Grace a leur structure caractérisée par la préseéaagroupe phénolique, et d’aut
fonctions chimiques, les flavonoides sont consglécomme de tres bons agents

antimicrobiensKlarborne etWilliams , 2000).

De nombreuses études ont rapporté les activitésiarmbiennes des flavonoide
(Haraguchi etal.,1998. De mém, les propriétés détectées chez la propolis, soiades ¢
leur teneurélevée en flavonoides, en partict, le galangin et le pinocembrirTim et
al.,2005).
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L’activité antifongique des flavonoides est audabke ; une étude faite sranthus
caryophyllusa montré l'efficacité du flavonoide glycoside, sdes souches fongiques
(Galeaotti etal.,2008).

Un nouveau flavanone prénylé isolé a partir debliate Eysenhardtia texan&t un
flavane7-hydroxy-3,4- methylenedioxy, flavane isa@é partir des fruits deTerminalia
bellerica, montrent une activité contre le microbe pathoggp@ortuniste Candida albicans
(Wachter et al., 1999 ) .Deux autres flavones isolés de la plartemisia giraldiont été
rapportés ont exhibé une activité comspergillus flavugZheng etal., 1996). Le Galangin
est un flavonol, qui se trouve généralement dassedkantillons de propolis, il a montré une
activité  inhibitrice contre Aspergillus tamarii, Aspergillus flavus, Cladospori

sphaerospermum, Penicillium digitatienPenicillium italicum(Afolayan et Meyer, 1997).

Récemment des chercheurs ont montré que les fladesm@ouvaient avoir une action
plus sélective en interagissant avec une glycopmtde surface du virus HIV, empéchant

ainsi la liaison du virus a la cellule héte.

Le mécanisme d’action de polyphénols est sans duete complexe, parmi les

hypothéses avancées:

= L’inhibition des enzymes extracellulaires micromes,
= La séquestration du substrat nécessaire a la anmiesnicrobienne ou la chélation de

métaux tels que le fer.

Le tableau 05donne quelques activités biologiques des compasdgphEnoliques.
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Tableau n° 05Activités biologiques des composés polyphénoliqéeankel etal., 1996).

Polyphénols

Activités

Auteurs

et benzoique)

Acides phénols (cinnamique

A

Antibactériens
Antifongiques
Antioxydants

(Ravn etal., 1984)
(HayaseetKato, 1984)

Vasoprotectrices et

capillaires

Coumarines antioedémateuses (Mabry etUlubelen, 1980)
Aﬁ\::ézl:gr?orafr?es (Stavric etMatula, 1992)
_ " gen (Bidet etal., 1987)

Flavonoides Anti-inflammatoires

L (Bruneton, 1993)

Hypotenseurs et diurétiques
. (Aruoma etal., 1995
Antioxydants

Anthocyanes Protection des veines et (Bruneton, 1993)

Proanthocyanidines

Effets stabilisants sur le
collagene
Antioxydants
Antitumorfales
Antifongiques
Anti-inflammatoires

(Masquelier etal., 1979)
(Bahorun etal., 1996)
(DE Oliveira etal., 1972)
(Brownleeetal., 1992)
(Kreofsky etal., 1992)

Tanins galliques et
catéchiques

Antioxydants

(Okuda etal., 1983),
(Okamura etal., 1993)

V1.2 Activité antioxydante

Il est connu que les flavonoides possedent de rewmsbs activités biologiques ; ces

activités sont attribuées en partie aux propriéégoxydantes de ces composés naturels.

(Fuhrman etal.,1995).

L’action antioxydante de ces composés ne s’exeasespulement par l'inhibition des
radicaux libres, mais elle se manifeste aussi gaeltralisation d’enzymes oxydantes et par

la chélation d’ions métalliques responsables depriaduction des especes réactives de

I'oxygéne Halliwell, 1994 ;Cotelle, 2001).
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A cause de leurs faibles potentiels redox, les of@ides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radithtes oxydants (R*), comme le
superoxyde, le peroxyle, l'alkoxyle et I'hnydroxylpar transfert d’hydrogene et le radical
flavonoxy (FL-0) qui en résulte peut réagir avecawtre radical pour former une structure

stable Jovanovicetal., 1994).

V1.3 Flavonoides et NO

L’activité des flavonoides comme piégeurs de radickbres étant bien établie, des

études récentes suggerent qu’ils seraient égalahegniissants piégeurs du radical NO.

Celui-ci étant élaboré par plusieurs types de Idju notamment les cellules
endothéliales et les macrophages. Aussi, la lilmérate NO, due a I'activité NO synthase, est

importante dans le maintien de la dilatation desseaux sanguins.

Certains flavonoides ont la propriété dinhiber dsiclooxygénase, cela pourrait
expliquer I'effet de la quercétine dans le blocdgda vasodilatation due a la relaxation.

Les flavonoides sont aussi considérés comme de to#ateurs d’ions métalliques
(Dacostag 2003), comme les ions du fer (Féet du cuivre (Cu++) qui sont essentiels pour
certaines fonctions physiologiques, mais ils samsa responsables de la production du
radical hydroxyle par la réduction du peroxyle dilggéne selon la réaction suivante :

bO, + FE* (Cu+) > OH +OH° + Fe** (Cu?)

VI.4 Propriétés antihépatotoxiques

Des flavonoides issus @& lybum marianunfchardon marie) ont été utilisés depuis des
siecles en médecine traditionnelle dans le traiteérdes affections hépatiques. Les principes
actifs de l'extrait sont constitués d’un meélangenptexe (constitué de composés de type
flavolignane et flavanone) appelé silymarine. Testéar un modeéle expérimental animal, la
silymarine a montré qu’elle exerce un effet positif les hépatocytes intacts et sur les cellules
hépatiques endommageées irréversiblement, agissant snembrane cellulaire, prévenant
'entrée des substances toxiques, et qu’elle sdnmlal capacité régénérative des cellules
hépatiques apres hépatectomie partielle. L’activiigatoprotectrice de la silybine, principale

flavolignane rencontrée dans la silymarine, a gg@uée chez des souris intoxiquées par des
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doses non thérapeutiques d’acétaminophéne. Cenfiéd® s’est révélé hépatoprotecteur,
mais le mécanisme d’action de cette protectiontipas encore bien élucidé.

Par ailleurs, la quercétine, issuéAdemisia scopariaa été décrite comme possédant

une activité protectrice vis-a-vis de I'hépatotaéau paracétamol chez le rat et la souris.

VI.5 Propriétés anticancéreuses

Le cancer se présente habituellement comme uneutuiorenée d'une masse cellulaire
qui est lI'aboutissement d'une série de transfoomapouvant se dérouler pendant plusieurs
années. Il est établi, donc, que la cancérogérsseneprocessus complexe multi-séquentiel
menant une cellule de I'état sain a un état précang et finalement a un stade précoce de

cancer(Pincemailetal., 1999).

Depuis longtemps, on associe le cancer et le typemeéntation. Dans ce sens, de
nombreux chercheurs ont étudié le réle des nuttisndans le développement des cancers.
Plus récemment, des recherches expérimentalesrengggie les flavonoides sont parmi les
substances susceptibles de retarder voire d'empBapgearition de certains cancers, tout en
réduisant d'une maniere spécifique les risquesaleir chez les sujets humai(i3ecloitre,
1993;Hertog, 1996).

Des études montrent que certains flavonoides, cpaéiiement, la lutéoline, la
guercétine, le kaempférol, I'apigénine et la taif® inhibent d'une facon marquée la
lipogenese des cellules cancéreuses alors queredafiavonoides sont plutét capables
d'induire I'apoptose. Certains flavanols (épigaltéchine-3-gallate) représentent des effets
cytotoxigues sur les cellules cancéreuses de latgieo; ces effets sont corrélés avec leur
capacité a inhiber les enzymes clés lipogéniques (FAtty Acid Synthage(Brusselmanset
al., 2005).

Les travaux réalisés pMahmoud et al. (2000) inDepeint etal. (2002), montrent que
la curcumine permet de prévenir la formation desewrs spontanées induites génétiguement,
ce méme flavonoide réduit I'apparition des tumelgda peau induites chimiquement. La
guercétine et la rutine sont les deux flavonoiéssplus conseillés pour prévenir I'apparition
du cancer de l'appareil gastro-intestinal tandis fapigénine avec la quercétine ont la

capacité d'inhiber la phase de métastase. Toutdbmpeint et al. (2002 signalaient que
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I'inhibition des différents stades de développendmicancer est plutdt assurée par tous les
flavonoides.

Ainsi, l'activité anticancéreuse des flavonoidesassurée par l'intervention de plusieurs
mécanismes :
» Piégeage des radicaux libres ;
= Inhibition du métabolisme de l'acide arachidonigue
= Formation d'un complexe inactif avec le carcinoggiertog, 1996) ;
= Prévention de l'activation des métabolites cara@neg ;
= Inhibition de la prolifération des cellules canaé&yes ;
= Arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreyses
= Induction de l'apoptose ;

= Inhibition des processus d'angiogén@®enetal., 2003).

VI.6 Activité anti-inflammatoire

In vitro, plusieurs flavonoides sont capables de modifiem&tabolisme de l'acide
arachidonique plaquettaire. C’est ainsi que la o&gime et la quercétine bloquent l'action
dela cyclo-oxygénase et de la lipoxygénase & deseatrations relativement élevées. A
faibles concentrations, c'est la lipoxygénase gsli i@hibée préférentiellement. Certains
travaux suggerent qu’ils posséderaient une bontigtacanti-inflammatoire sans les effets
indésirables de type ulcérogéne, L’hespéridine, iadinée par voie sous-cutanée (car
inactive per 09, présente une activité anti-inflammatoire sigidfive chez le rat dont

'oedeme a été induit aussi bien par la carragégireepar le dextran.

VI.7 Effets antiallergiques

Les effets antiallergiques sont attribués a l'iefiase des flavonoides sur la production
de TI'histamine. En effet, les flavonoides inhibem¢s enzymes AMP-cyclique
phosphodiesterase et ATPase’‘@#épendante ; ces deux derniéres sont responsédl&s

libération de I'histamine a partir des mastocytedes basophiles.

Di Carlo (1999) a étudié les effets antiallergiques dedarcgtine, il a trouvé que ce
flavonoide exerce ses effets en inactivant 'enzyii®ase Cddépendante, de méme que
I'action de la quercétine est supérieure a cellecadumoglycate de sodium utilisé comme

médicament antihistaminique.
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V1.8 Intérét des flavonoides contre I'obésité

Certains flavonoides sont supposés apporter uréintans le métabolisme lipidique
endiminuant la lipidémie. L'effet de quelques flasaes (la naringénine, la naringine,
I'hesperétine et I'hesperidine) sur la conversias ghréadipocytes en adipocytes, sur une
lignée cellulaire AML-I, a été étudidMprikawa et al., 2008). Les deux flavonoides, sous
forme aglycone, a savoir la naringénine et I'he&fpee, ont induit un arrét de la croissance
des cellules entrainé par une apoptose. L'impada deringénine, sur différentes protéines
impliquées dans I'apoptose, a été déterminé. Ldtedest que dans les cellules traitées avec
ce flavonoide, les taux de protéines antiapoptesq(p-Akt, NFkB, et Bcl-2) étaient

diminués et ceux de Bad (protéines pro-apoptotjcaegmentes.

L’exposition des cellules a la naringénine ou &gjperétine durant de courtes périodes
a augmenté la taille des gouttes lipidiques dacggtieplasme. De plus, I'expression de la fatty
acid synthase (intervenant dans la synthése ddssagras) et des PPARa été augmentée
dans les cellules traitées a la naringénine. Cadtads suggerent que I'apoptose induite par
les flavanones n’intervient pas sur la conversies pré-adipocytes en adipocytes. De ce fait,
les adipocytes sembleraient ne pas étre une cit#etel pour les activités hypolipémiantes
des flavanonedorikawa etal. 2008).

VI.9 Roéle des flavonoides dans la protection oculaire

Le stress oxydant induit par les rayons ultravil&tV) joue un rdle important dans la
progression de la cataracte. Certains flavonoid@sme la fisetine, ont été examinés pour
leur effet protecteur contre le stress oxydantitnplar les UV dans des cellules épithéliales de
la lentille (SRA01/04).Boudjouref, 2011)

Les cellules ont été exposées a différentes intsnsiUVB, et ont été cultivées avec
des concentrations croissantes de fisetine. Lali¥étes cellules ainsi que le stress oxydant
(cytométrie de flux) ont alors été mesurés. Aussiranslocation du NF-kappaB, impliquée
dans les mécanismes inflammatoires a été suiviempaunocytochimie. Enfin, 'expression
des protéines NF-kappa B/P65, lkappaB et MAPK (gatoactivated protein kinase) a été
mesuréeYao etal., 2008).

En somme, le traitement des cellules avec les flaides testés a permis d’inhiber la

mort cellulaire induite par les UVB, ainsi que Engration d’especes oxygénees réactives.
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VI1.10 Autres activités des flavonoides

Les flavonoides préviennent la cataracte diabétpgweanhibition de I'aldose réductase
du cristalin En effet, la myricétine présente desdffets hypoglycémiants et
hypotriglycéridémiants chez les animaux diabétiquesfet des flavonoides sur le systéme
immunitaire est complexe et demeure encore malidducCertains d’entre eux réduisent
I'activation du complément, diminuant de facon géiela réponse inflammatoire.A doses
élevées, ils inhibent les fonctions lymphocytairesis, a concentrations plus faibles, ils

pourraient agir comme immunostimulants chez lestsummunodéprimeés.

L’activité immuno-modulatrice des flavonoides débed’'une part, de leur capacité a
inhiber la formation des eicosanoides et de I'nist@ et de leur pouvoir piégeur des radicaux
libres, d’autre partRrenot etVering, 1997 ;Betael al.,2005 )

Des propriétés antibactériennes et antivirales fi@d@®noides vis-a-vis de différentes
souches bactériennes ont également été mises denéei Gabor et al.,, 1988) Les
flavonoides atténuent le pouvoir infectieux ou efat la réplication intracellulaire d’autres
virus tels que le virus respiratoire syncytial (MJR8herpés simplex virus (HSV) et les
adénovirus Ghedira, 2005).

VIl. LES TANINS

Les tanins sont des substances polyphénoliques trdetuse variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de talangeau ; cette aptitude est liee a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur paideculaire est compris entre 500 et 3000
Da.

VII.1 Localisation et distribution

Les tanins sont tres répandu dans le régne végétsk ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les cesifées Fagacée, les rosacBbdstemet
al., 2001). lls peuvent exister dans divers organesonae, les feuilles, les fruits, les racines
et les grainesKhanbabae etReg 2001).

On distingue habituellement chez les végétaux synd; deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par lerigine biogénétique: les tanins

hydrolysables et les tanins condend&sifieton, 1999).

31



Etude bibliographique

CHAPITRE Ill: LE STRESSOXYDANT

Depuis quelques années, le monde des sciencegiljiods et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du « stress oxydantest-a-dire une situation ou la cellule ne
contrdle plus la présence excessive de radicateslilsituation que les chercheurs impliquent
dans la plupart des maladies humaines. Qu'en esgaittement ? Est-ce une mode ou une
réalité, et dans ce cas, pouvons-nous trouver deetles armes medicamenteuses pour lutter

contre ce phénomeneRdechlin-Ramonatxa, 2006).

|. LES RADICAUX LIBRES

.1 Généralités

Pour le spécialiste, cette expression désigne uokcoie ou un groupe d'atomes
portant un électron célibataire sur sa périphéripoeivant se former par la perte ou le gain
d'un électron lors de la rupture d'une liaison. @givements électroniques suivent des regles
désormais bien connues qui régissent leur positimemt & distance du noyau. La plupart du
temps, les deux électrons qui forment la liaisoimaue se retrouvent, lors de la rupture, sur
le méme fragment de molécule, ce qui donne des marsicules bien plus stables que les

radicaux dont les électrons non appariés ne demaqdé& réagitHalliwell etal., 1999)

Parmi toutes les especes radicalaires suscepiildese former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint deposés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appelleraadicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment paction de ces radicaux primaires sur les
composeés biochimiques de la cellule. Ces radicaumares dérivent de lI'oxygene par des
réductions a un électron tels I'anion superoxydetQe radical hydroxyle OHe ou de l'azote
tel le monoxyde d'azote N®&4ngetal., 2002).

D'autres especes dérivées de l'oxygene dites esspamtives de |'oxygene, comme
'oxygene singulet 1) le peroxyde d'hydrogene {8;) ou le nitroperoxyde (ONOOH) ne
sont pas des radicaux libres, mais sont aussiivéaceét peuvent étre des précurseurs de
radicaux. L'ensemble des radicaux libres et deslpoécurseurs est souvent appet@eces

réactives de l'oxygene (EROJFavier, 2003).
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.2 Nature des radicaux libres

1.2.1 Les espéces réactives dérivées de I'oxygene

L’oxygene doit sa grande réactivité a sa strucpamticuliere. En effet, il possede deux
électrons radicalaires non appariés sur sa couchiale externe. Cette molécule est
essentielle au bon fonctionnement de I'organisngs. initochondries utilisent la plus grosse
part de I'oxygene inspiré pour la production d'@ier Cependant, 3 a 5% de cet oxygéne,
utilisé par les mitochondries lors de I'activité tai#lique normale, sont inévitablement a
I'origine des radicaux libres oxygénés, hautemexigues Favier, 2003).

[.2.1.1 lon superoxyde : G-

L’ion superoxyde (@-) est un dérive trés réactif de 'oxygéne. Il pedduit au cours
du métabolisme mitochondrial.Relativement stable'gst pas trés toxique pour I'organisme.
Mais il est a l'origine de cascades de réactionslaant a la production de molécules tres

nocives.

1.2.1.2 Radical libre hydroxyle : OH®

Le radical libre hydroxyle (OH°) est trés réactfon temps de demi-vie en milieu
agueux est de 6-10 secondes. Il peut réagir aveomdreuses molécules comme I'ADN, les
glucides, les nucléotides, les protéines et éb@igine de Iésions de nécrose. C’'est un dérivé
de I'ion superoxyde, il peut étre produit a lasue diverses réactions. Nous en citerons deux
a titre d’exemple, comme :

> la réaction d’Haber-WeissQ,°- + H+ + H,O, +Fe&’* ——»  HO° +HO +Fée**

> laréaction de FentorH,0,+ Fe?" + H* — »F& + H,0 + HO®

1.2.1.3 L’oxygene singulet: 1 @

Lorsque de I'énergie est apportée a l'oxygene, ia@lpasse a I'état singulet qui
représente la forme activée. C’est une forme tresgétique de grande réactivité qui peut
oxyder de nombreuses molécules. Il est formé armiatl'ion superoxyde selon la réaction

suivante :

°0-0° —> 1 @(Sous l'action de la lumiere)
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1.2.1.4 Le radical peroxyde: HO,

Le radical peroxyde est considéré comme une espEtive dérivée de l'oxygene
(ROS) méme s’il n'a pas une structure radicala&eilcest capable d'initier ou de propager
des dommages oxydatifs. Il peut étre produit aursales mécanismes illustrés par les

éguations suivantes :

O, +H — HE

Puis: 2 HO,® — 1D, + O,

1.2.2 Les especes libres non oxygénées

Les especes libres non oxygénées sont les pratkstséactions de certaines molécules
avec les ROS. lIs peuvent a leur tour réagir avaatces molécules et étre a l'origine de la

multiplication des réactions d’oxydation et de tagagation de dommages oxydatifs.

Nous citerons, par exemple, les acides gras peésxyésultats de I'action des especes
oxygeénees sur les membranes biologiques. Lesdracfrotéiques, les acides aminés et les
acides nucléiques peuvent aussi réagir avec les g®rant des molécules réactives et
nocives Shawkat etal., 2013).

.3 Production de radicaux libres

Selon Lehucher-Michel (2006), la production de ces espéces oxydantesurast
conséguence inévitable du métabolisme aérobie.flety €organisme a besoin d:Opour
produire de I'énergie au cours des réactions dieesespirations oxydatives. Cependant, une
faible partie de 'oxygene échappe a sa réductioea, au niveau de la mitochondrie. Elle

peut alors étre a l'origine de la production degadx libres oxygénés.
Les autres sources sont classées en deux catégories

» Les sources endogenes les radicaux libres sont des produits des réastide
'organisme,

= Les sources exogenedes étres vivants sont exposeés quotidiennemdasdolluants
(fumée de cigarette, rayons ultraviolets, radiatiaf susceptibles d’étre a I'origine de
la production de radicaux libres, une fois danggémisme figure 11).
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SYSIEMES Ce TransTen oe- ges
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hicouche Ilpldlque de systémes de transfert d'e-
la membrane cellulaire lipoperoxydation
lipoxygénases

prostaglandines synthétases
NADPH svnthétaze

Figure n°11: Origine des radicaux libres dans la cel

On peut citer :

a. La mitochondrie est la source de production majeli@, " dans la cellule intact
Dansles conditions physiologiques, la formation de adiaal est liée a I'activit
physique et par la méme a l'intensité d’'oxygénati®atte production peut égalem
s’intensifier lorsqu’interviennent des désordres tochiondriaux génétique

inflammatoiresou nutritionnels (carence en ubiquino

b. L'inflammation estpar ailleur, une source importante de radicaux oxygénés pro
directement par le complexe enzymatique NADPH oggdies cellules phagocytail
activées $reelatha et al., 2009). Ce mécanisn lorsqu’il est contrdlé, est capi
dans la lutte infectieuse car il permet la phagmwtdes bactéries et des cc
étrangers. De plus, les cellules inflammatoiresmahunes peuvent produire d
cytokines comme le TM-a qui est capable de faire proddes radicaux libres par

mitochondrie des cellules cible.

Plusieurs autres systémes enzymatiques produisesntatlicaux libres au cours ¢
réactions biochimiques (xanthine oxydase, heme éxgse, cytochrome P450...). L
autre espeéece ramhlaire, le monoxyde d'azote (ou NO°) est ellesaysoduite par de
systemes enzymatiques que sont les différentes With&es (ou NOS) a des fins

meédiation cellulaire. Rappelons que la productioncomitante dans un méme site
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NO et de superoxyde s’avere tres dommageable enadbomaissance au radical
peroxynitrite Halliwell etal.,1999)

c. Une autre source importante de radicaux est lesammwoes de cycles redox que
produit dans l'organisme l'oxydation de moléculesmme les quinones. Ces
différentes molécules endogénes ou exogenes (asepdiutathion réduit, adrénaline,
flavines) réagissent spontanément avec I8D sont ainsi oxydées conduisant a la
formation d'Q°-. Ce mécanisme est souvent mis en cause pougegpla toxicité de
I'alcool, des résidus de la fumée de cigarette @uattains médicaments (chloroquine,
adriamycine, acetaminophene) mais il existe aussir gles composés endogéenes
comme le lévulinate et surtout les catécholami@esdernier mécanisme amplifié par
les métaux fait I'objet de recherches actuelled’stigine de la maladie de Parkinson.
Les G sont également produits lors de la formation dehéréoglobine a partir

d’oxyhémoglobine.

d. Les métaux toxiques (chrome, vanadium, cuivre) raassi le fer libre (existant lors
de surcharges générales ou localisées) généergmeésence de peroxyde d’hydrogene
(H20,) des radicaux hydroxyles trés réactifs par unetiga appelée réaction de
Fenton. Les particules inhalées telles que l'amiagtfou la silice sont aussi des
sources de radicaux par la phagocytose exacerbékegudéclenchent et aussi parce

gu’elles sont recouvertes de sels de fer en surface

e. Les rayonnements sont par difféerents mécanismessdesces de radicaux, qu'il
s’agisse des rayons ionisants X ou gamma ou aems ultraviolets capables de
produire des anions superoxydes ou de l'oxygéngubkih apres activation de

photosensibilisants

.4 Conséquences de la présence des radicaux libres ddlorganisme

1.4.1 Intéréts des radicaux libres dans la physiologie dalaire
1.4.1.1 ROle dans la phagocytose

Les radicaux libres jouent un role essentiel danddn déroulement de la réaction
immunitaire. lls sont produits par les cellules gbeytaires pour étre utilisés dans la lutte
contre les bactéries. Apres sa phagocytose parammophage, une bactérie se retrouve dans

une veésicule appelée phagosome. Celui-ci va fusioamec un lysosome pour donner un
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phago-lysosome. Alors, une succession de réactppglées « explosion respiratoire » a
lieu.Son but est de générer des oxydants bactési¢ldO,, O, ", °OH, NO)

[.4.1.2 RO6le dans la communication cellulaire

Les ROS peuvent agir en tant que « molécule-signat ainsi intervenir dans la
communication intracellulaire et intercellulairks participent a I'expression de certains genes
et a leur régulation. Cela leur confére un réleongnt dans les phénomenes de croissance et

de mort cellulaire.

Les mécanismes de communication cellulaire faigatetvenir les radicaux libres ne

sont pas encore élucidés.

En résumé :

v' Les radicaux libres joueraient un r6le dans la l&@mn de I'expression des genes.

v' La présence de radicaux libres dans le milieu egliaaire est a I'origine de
I'activation de certains facteurs de transcriptjgar des mécanismes encore mal

compris. Il en résulte ensuite I'expression desgarrespondants.

v' Les radicaux libres extracellulaires peuvent irg&raavec certains récepteurs

membranaires et les activer. lls sont ensuiteréglite d'un signal cellulaire.

v' Les radicaux libres peuvent intervenir en tant seeond messager intracellulaire.
La fixation d’'un ligand extracellulaire sur son e@teur membranaire est a 'origine

d’une succession de réactions conduisant a la gefleROSRiché, 1999).

Les antioxydants pourraient intervenir glaas mécanismes et moduler la transmission
du signal et I'expression des genes. Par exemplgjégeant les radicaux libres, ils coupent
court a toute la chaine de réactions qui condugsd#ctivation de genes. Or, les messages
cellulaires faisant intervenir les ROS sont impéiguen particulier, dans les phénoménes de
croissance cellulaire, d’apoptose et, éventuelleépdans les phénomeénes de cancérogénése.
Les antioxydants, en bloquant ces types de messpgesaient influencer la multiplication
cellulaire. De plus amples recherches sont négessavant de savoir si l'utilisation des

antioxydants peut étre bénéfiqueu(sal etal., 2011).

De plus, ce type de communication cellulaire senfile intervenir des mécanismes

spécifiques. N'importe quel antioxydant n’est dgas capable de modifier ces réactions.
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C’est pourquoi il faut déja bien comprendre les am&smes de communication cellulaire
faisant intervenir les ROS, pour voir s'il est,aafbis, possible et bénéfiqgue de les modifier

avec des antioxydants.

[.4.1.3 La réaction des radicaux libres sur les cellules

Quels effets exercent les radicaux libres danscathgles ? Leur omnipotence se traduit
par une multitude d'effets qui ne sont pas touasté§, méme si le public retient surtout leur
responsabilité dans I'apparition du cancer, desshkes musculaires et tendineuses ou encore
de la destruction de certains globules rouges deasiers phénoménes concernant davantage

les sportifs.

Parmi les actions bénéfiques, signalons que cserf@iocessus de défense immunitaire,
mettant en jeu des neutrophiles et des macrophagesduisent a la neutralisation d'hotes
indésirables grace a des réactions radicalairagelas, celles-ci peuvent s'exercer en dehors
de leur contexte habituel : lors de certains praugsnflammatoires plusieurs catégories de
cellules (dont les leucocytes) liberent des radidéares, ce qui va déclencher des réactions
en chaine. L'attaque peut s'exercer, par exempletrec les cellules gliales et l'acide
hyaluronique du cartilage, et par l'intermédiaiee artains dérivés des prostaglandines ou

d'acides gras essentiels des membranes.

Les bonnes graisses (les acides gras essentigla)isées dans nos membranes
constituent lI'une des cibles privilégiées des mdidibres. Ces nutriments perdent alors leur

activité biologique et deviennent nocifs. La vitamE protége activement ces lipides.

Le fort pouvoir réactif de ces dérivés leur perngégfalement d'intervenir dans
I'élimination de certains toxiques (drogues, méadieats) Singh et al., 2010). Enfin, parmi
les conséquences bénéfiques de leur action, lemtdicues suspectent que l'attaque de
I'ADN mitochondrial et des enzymes qui s'y trouvéatorise la formation de nouvelles

mitochondries, ce qui participerait a terme auxcpssus d'adaptation a I'entrainement.

Cette hypothése souléve un intéressant problemelleqdose de radicaux libres s'avere
nécessaire et suffisante pour déclencher cettetatttap sans occasionner non plus trop de
Iésions, auquel cas se produirait une régressiogilde des aptitudes ? Cette interrogation
renvoie a des observations empiriques, selon l#dsquein excés de travail dans des
conditions d'acidose poussée (propice a une acetimlde radicaux libres), provoque une

chute spectaculaire de I'endurance.
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La responsabilité de cette régression incomberaitna destruction des enzymes
mitochondriaux sous le feu des RLO, ce qui aba#skes capacités d'utilisation de I'oxygene
par les tissus. Une anomalie de ce type surviendrgalement dans les états de
surentrainement. Mais nous n'en sommes qu'au deglspéculations..P{ncemail et al.,
1999).

[l.  LE STRESS OXYDATIF

Le role degadicaux libresdans levieillissementdes cellules est une hypothése définie
en 1954 par le professeur ameéricain Denham Hareawas, le nom destress oxydatif Cette
hypothése pose, comme postulat de départ que ilissEment des cellules, du corps et
lesmaladies dégénérativesssociées, sont liés a l'action de sape des tedidares qui

attaquent les cellules du corps.

Le stress oxydatif résultant des espéces réactif¢atygene ROS et des espéces
réactifs du Nitrogéne RNS est associé a un défanits la balance antioxydant/ oxydant dans
la cellule, qui conduit a une cascade de réactmmsda cellule affectant l'intégrité et la

fonction de la membrane cellulaifddkeno etal., 2007).

II.1 Détermination des dommages biologiques

Les EOA peuvent interagir avec des protéines, ABN, des lipoprotéines et des
acides gras polyinsaturés pour former des dérivéslés pouvant étre décelés dans des

échantillons biologiques comme le plasma, le sévurturine.

[1.L1.1 Peroxydation lipidique

Aujourd'hui, il est universellement admis que [goperoxydation des lipides insaturés
(acides gras et cholestérol) est a l'origine daupart des maladies. Elle provient en grande
partie de notre alimentatigffigure 12). En effet, par le stockage et le mode de préjerat
(friture, grillade, rotisserie) de certains alime(tiandes ou poissons), hous apportons chaque
jour a notre organisme un cocktail de radicauxebbrde lipoperoxydes et de divers
meétabolites issus de la lipoperoxydation, partéreinent nocif pour notre santé. 11 s'agit
d'une alimentation dite oxydative. Fort heureusemmérst cependant possible de neutraliser
les effets nocifs de ces aliments par une alimematite « antioxydative » reposant sur la

consommation des fruits et des légumes.
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Figure n° 12:Mécanisme de la lipoperoxydation lipidic (Cillard etal., 2006)

L'équilibre biochimique oxydants/antioxydants est@lément capital giconditionne
notre état physiologique. Nous possédons un systeaterel de défense antioxyda
enzymatique et non enzymatique contre les oxygéites« actifs » tels que les radicat
libres : anion superoxyde,Oradicaux hydroxyle OH°et peroxyl ROC’, oxygéne singulet
10, ou des formes non radicalaires comme le peroxylgdigene : LO; ou le radical

ROOH hydroperoxyde organiquMorelle- Lauzanne, 2006).

Les acides gras polyinsaturés (RH) comme les atin@giques ou arachidonique sc
les cibles privilégiées des EOA et plus particulieremees radicaux libres. Dans u
premiere étape, ils se transforment en peroxypetidues (ROOH) qui peuvent étre aisén

mesurés avec des kits commerciall

Sous l'action de métaux de transition , cuivre), les peroxydes lipidiques
décomposent ensuite en toute une série de-produits que sont les aldéhydes et

hydrocarbones.
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La détection spectrophotométrique de la malonedigld (MDA) par le test a I'acide
thiobarbiturique (TBA) est la méthode la plus anoe et la plus populaire pour mesurer la
peroxydation lipidique. Cette méthode est toutefniette a de tres nombreux artéfacts dans
la mesure ou la présence d’hémoglobine dans I'éitleansanguin ou de fer dans les produits
d’analyse interfére avec le test et donne en caes@g des résultats tout-a-fait erronés et peu
fiables. L'utilisation de la méthode au TBA est plas en plus abandonnée au profit d'une
meéthode de chromatographie liquide a haute perfocen§HPLC) qui dose la MDA sous sa
forme libre. Néanmoins, la MDA reste un indice peprésentatif de la présence d’une
peroxydation lipidique puisqu’elle ne représente’'uqu pourcent des produits de
décomposition des peroxydes lipidiques. Plus sensibbeaucoup plus fiable est la mesure
d’'un autre aldéhyde, le 4-hydroxynonénal (HNE) ermant de la dégradation des peroxydes
d’acides gras de la famille-6. Il se mesure en routine au laboratoire parméthode HPLC.

En clinique, une élévation importante du taux sangm HNE a été observé dans I'hépatite
d’origine ischémiqueillard etal., 2006 ;Rashid etal., 2010).

[1.1.2 Oxydation des lipoprotéines

Le dommage oxydatif provoque des changements dastsucture des lipoprotéines de
faible densitélow density lipoproteinsu LDL) qui sont riches en acides gras polyinsauré
La peroxydation induite dans les LDL par les EOAvmquein situla formation d’aldéhydes
(MDA et HNE) qui peuvent a leur tour oxyder les LDCes LDL modifiées sont reconnues
par les macrophages au sein desquels elles s’atentman formant des cellules spumeuses
(foam cell3. En s’accumulant dans I'espace interstitiel, asdlules contribuent au

développement de I'athérosclérose.

Au début des années 90, des anticorps monoclonatiété mis au point dans les
laboratoires de recherche pour mettre en évidemgerdsence de MDA et d’'HNE dans les
lipoprotéines oxydées. Avec cette technique, de bmeox chercheurs ont pu mettre en
évidence une relation étroite entre un taux sangleémé d’anticorps dirigé contre des LDL

oxydées et la progression de I'athérosclérose ideenhe Gardes-Albert, 2004).

11.1.3 Oxydation des protéines

Les modifications des structures primaire, secardei tertiaire des protéines par les
EOA sont a la base de la formation de dérivées pees carbonylés via plusieurs

mécanismes incluant la fragmentation et 'oxydaties acides aminés.
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En présence de dinitrophénylhydrazone (DNPH), @é&#/és carbonylés peuvent étre
mis en évidence dans des échantillons biologigaesspectrophotométrie, par la technique
HPLC ou via des anticorps mono- et polyclonaux. AVane de ces méthodes, des taux
élevés de protéines oxydées ont été observés ddmpiide synovial de patients présentant
une arthrite rhumatoide ou dans le plasma dergatagveloppant un syndrome de détresse
respiratoire de I'adulte (SDRA) lors de leur séjearunité de soins intensifs.

Une méthode ELISA quantitative, sensible et ajpplie en routine dont les résultats se
correlent parfaitement avec ceux obtenus par |hodét spectrophotométrique, a été mise au
point. Avec cette méthode, une valeur moyenne mégoe en protéines oxydées égale a
0,75nmol/mg a été observée chez 23 patients ers datensifs contre une valeur de
0,06nmol/mg chez des sujets en bonne s&aei€r, 2003 ;Valko etal., 2007).

[1.1.4 Oxydation de 'ADN

Les EOA peuvent réagir avec la guanine, base d¢otigé de I'ADN, pour la
transformer en 8-hydroxy-2 déoxyguanosine (8-OH2DO4b) est capable d’induire des
mutations spécifiques pouvant conduire au dévelmgpée du cancer. Utilisant des méthodes
HPLC assez sophistiquées, il a été montré queuteda ces dérivés d’ADN augmentait avec
'age dans le cerveau humain. Ces analyses exiget#fois énormément de précautions lors
de la préparation de I'échantillon et demandentubeap de temps de sorte qu'elles ne

peuvent se pratiquer que dans le cadre d’'un labiogade recherche/@lko etal., 2007).

II.2 Les systemes antioxydants

Les antioxydants sont définis plalliwell (1999), comme « toute substance qui, en
faible concentration par rapport au substrat sugdepd’étre oxydeé, prévient ou ralentit
'oxydation de ce substrat ». lls peuvent étre sdasselon leur mode d’action, leur

localisation cellulaire et leur origine.

[1.2.1 Modes d’action des antioxydants

Dans l'organisme, il existe plusieurs types de ks a activité antioxydante dont les

mécanismes d’action sont différents.

Selon leur mode d’action, les antioxydants sordsgla en deux catégoridig(re 13)
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= Systeme de défense primai : ex : la catalase (CAT), le glutathion (GSH). (
antioxydants préviennent la production de ROS mmitdint la phase d’initiation de

réactions d’oxydation. lls agissent donc en préeet

= Systeme de défense seconde : ex : les tocophérols. Ces molles sont dites
«chainbreaking». Elles réagissent avec les ROO° et/olRResbloquant ainsi le
réactions de propagation. Ce type d’antioxydanteeid’éviter le passage de forn

peu réactives (&) a tres reactives (OH

ANTIOXYDANTS PRIMAIRES
Enzymes essenfiellles

Systeme complet de défense

Formulation de la gamme de compléments alimentaire.
présentée sur AZNA-NATUA.fr

Anti-oxydants classiques

R

Q\ ROle de tampon
@ sur if.if?& radicaux \“L‘tr;'t-f;
@ . _ Rapidement saturés
/  Oligo-éléments et protéines X

Figure n° 13 Les systémes d’antioxydants cellulai

11.2.2 Les différentes localisations cellulaires des antiydants

Les antioxydants peuvent étre classés en molédigdesolubles ou hydrosoluble
Selon leurs caractéristigues phy-chimiques, ils auront une localisation cellula
préférentielle : les membranes cellulaires pouslésstances liposolubles et le cytosol et/c
milieu extracellulaire pour les substances hydmslek. Ils seront particulierement effica

sur les radicauxliires présents dans chaque type de milieu, respewiv

11.2.3 Origines des antioxydant

Les antioxydants peuvent étre classés en deuxaa&s@vec

» Les enzymes antioxydantes directement synthétjsrel®rganisme

» Les nutriments antioxydants dont apports sont nécessaires par I'alimenta
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Cette derniere classe d’antioxydants nous intérgmséiculierement puisque no
verrons s'il est possible de renforcer les défemgesorganisme en augmentant les app

exogenes de ces différentes molés figure 14).

Systeme de défense antioxydant

Caroténoides _

Vitamine C et E
+ caroténoides

~ Vitamine C

Vitamine E

Mn SOD

O
Glutathion
Vitamine E péroxydase

+ caroténoides

Sites d"action des nutriments antioxydants (en rouge) et des
enzymes antioxydantes (en noir)(Source : Opara, 2002).

Figure n°14: Sites d’action des nutriments antioxydants (en epeqg des
enzymesantioxydantes (en noir).

1.3 Intérét des antioxydants dans la lutte contre le séss oxydati

La production de radicaux libres est compensédeparelimination grace aux capaci
antioxydantes de I'organisme. Chez tout individexiste, en permanence un équilibre e
les dégats causés par les molécules oxydantesiretdparation. Si cel-ci est rompu, le
stress oxydatif apparait. |l semble donc intéresdarsoutenir les défenses antioxydante

'organisme pour éviter cette rupture. Les défenseggenes semblent les plus facile
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conforter puisqu’elles pourraient étre renforcémsdes apports de compléments alimentaires.
Cela pourrait étre tres intéressant de les utjliz@r exemple, chez l'individu vieillissant.

En effet, avec I'age, les individus sont plus delesi au stress oxydant.Leur capacité
d’absorption intestinale de molécules antioxydawfesigine alimentaire est moins efficace.
Les mécanismes de défenses endogenes de I'orgasissseufflant avec I'age, les especes
radicalaires se multiplienSuhartonoetal., 2012)

11.3.1 La défense contre les radicaux libres oxygénés

Divers phénomenes contribuent heureusement a nsieimiimpact des radicaux libres

0Xygénés sur nos tissus.

La premiére barriere est physiologique ; la profiagade ces réactions se voit limitée
par le franchissement des membranes des diffécentpartiments ou de multiples composés
viennent piéger ces molécules instabliéalégari, 2013). Parmi ces défenseurs figurent la
vitamine E, antioxydant lipophile situé dans lesmbeanes et dans la mitochondrie,
autrement dit au coeur du réacteur ; la vitaminée@Jutathion (peptide fixé sur une enzyme
et neutralisant certains radicaux), le seéléniuracide lipoique ou le coenzyme Q10,
constituant mitochondrial, le seul de cette sénw dpas figurer de facon naturelle dans notre
ration. Il peut par ailleurs exercer a des doses glevées un réle pro-oxydant, ce qui en rend
a la fois délicate et prématurée la préconisationahlétes désireux de se protéger contre les

radicaux libres oxygéneés.

[1.3.2 Systemes antioxydants de protection

Dans le cas d’'une production physiologique de eadidibres, I'organisme dispose de
systemes efficaces de protection qui lui permettientutter contre ces especes radicalaires.
Ces systémes de défenses sont constitués d'unsdis@mdogene de nature enzymatique
représente par :

= Les superoxydes dismutases (SOD), capables d'@miianion superoxyde. Le
mécanisme réactionnel est catalysé par un méta ait cceur de I'enzyme dont la
nature distinguera les superoxydes dismutases @anase (mitochondriale), les
superoxydes dismutases a cuivre et zinc (cytose)idace externe de la membrane
des cellules endothéliales (plasma sanguin).
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= Les principalesenzymes capables de détruire le peroxyde d’hydeogemt le:
catalases a cofacteur fer et les glutathion perasgsl a cofacteur sélénium (GF
De nombreux auts systemes enzymatiques existenimge les glutathio
transférases|es thioredoxines réductss ou la thyroide peroxydaseGardes-
Albert, 2004).

11.3.3 Les antioxydants

Selon Riche, 1999, les différents antioxydants nutritionr sont :

a. La vitamine E
» La vitamine E interrompt la phase de propagatiotade&action de peroxydon
lipidique,

La peroxydation lipidique des phospholipides meman@s est un facteur
désorganisation et de dysfonctionnement cellulgire modifie la perméabilité et
fluidité de la membrane. Principal antioxydant §ptuble, la vitamine E a unection
privilégiée pour limiter ce type de réactioifigure 15), elleintervient en interrompat
la phase de propagation radicalaire des acidesigsaturés (AGI). Les tocophér,

dont la vitamine Eont oxydés par RO°, ROO°®,°- en quinones etem-quinones.

HO "0
RA02° + _— RAOOH +
7 \L hydroperoxyde N
hydroperoxy ~ — radical tocophéroxyle
{instabie)
°0 0O
° —> RZOOH +
RgO,° + I 8 o H\ -

tocophéryt quinone ou
Besahonnd com i~

Figure n°15: Action antioxydante de la vitamine E: interruptida la phase d
propagation
= Les tocophérols piegent 'oxygene singul
Les tocophérols inhibent les oxydations induites fx@axygene singulet. Lo-
tocophérol a une meilleure efficacité que le bétdeedelta. 40 a 120 molécul

d’'oxygéne singulet peuvent étre neutralisées, agaptce tocophérol ne soit détri
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Cette activité est cependant 50 fois moindre queelld était réalisée par les

caroténoides.
b. Lavitamine C

Son mécanisme d’action est mal connu. Il fait veeir des réactions d’oxydo-
réduction entre la forme réduite de la vitamine I'@cide ascorbique) et sa forme
oxydée (déhydroascorbate).L’ascorbate capte lesnansuperoxydes, hypochlorite,

hydroxyl et 'oxygéne singulet.
Ses principaux réles sont les suivants :

= Invitro, il inhibe la peroxydation lipidique avant la \ntane E.

= |l protege les membranes vis a vis de l'attaquepgtative, en piégeant
efficacement les radicaux peroxyles ROO° dans las@haqueuse, avant
gu’ils puissent initialiser les peroxydations

= |l est capable de neutraliser I'oxygéne singulet.

»= On latient pour un antioxydant efficace, en raidersa capacité a régénérer
la vitamine E sous sa forme active. La vitamine eCpeut cependant la
remplacer; elle ne corrige pas la chute d'enduraatel’némolyse

consécutives a la carence en vitamine E.

Notons que la vitamine C peut présenter une agaradoxale. En effet, son
administration médicamenteuse a doses faiblesawrisant I'assimilation du fer sous
sa forme la plus réactive, contribue a la genesRld®. Pour cela, quand on a recours a
des préparations pharmaceutiques a base de faudilait fournir au moins 150 mg de

vitamine C simultanément.

c. Le béta-caroténe (provitamine A)
Son role antioxydant a d'abord été mis en exergd@ectement, les données
épidémiologiques suggérant que son apport réddisaidence de certaines formes de

cancer, et qu'inversement son déficit contribuaih aisque accruviakub etal., 2008).
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Il est capable de bloquer les chaines de réactamisalaires, selon les équations

suivantes :
BC + ROO= > BC°
BC° + 9O » BC-00°
BC + ROO"® > Produitsactifs

Il empéche aussi l'initiation des réactions radigals en neutralisant 'oxygéne
singulet.

Dans le domaine de la nutrition de l'effort, detewvaux indépendants publiés en
1993 soulignent que la prise de ce nutriment limiampleur des atteintes des graisses
des membranes, processus désigné par peroxydation.

Elle intervient isolément ainsi qu'en combinaiseeales vitamines C et E, sous

forme de préparation antioxydante.
d. Le sélénium

Coenzyme d'une enzyme impliguée dans le recyclageRLO, ses apports ne
couvrent pas toujours nos besoins. La quantitéétmisim présente dans I'organisme
est faible, environ 10 a 20mg. Son réle essenti&léaétabli en 1957 en raison de sa
capacité a prévenir chez I'animal diverses maladiesgine nutritionnelle : dystrophie
musculaire, atrophie du pancréas, nécrose dutfoighles de la reproduction et déficits
immunitaires. Chez 'lhomme, la carence en sélérestimpliquée dans la maladie de

Keshan (cardiomyopathie sévere) et dans des dysé®musculaires.

Par ailleurs, le sélénium est nécessaire a I'détide nombreuses enzymes telles
gue les glutathion peroxydases (Gpx). Ces enzynmmgitent de détoxifier les

hydroperoxydes et les peroxydes organiques.

e. Lezinc

Coenzyme d'une enzyme antioxydante importanteydssins en cet oligo-élément
sont rarement couverts totalement.

L’importance du zinc dans la prévention des effexsques dus aux radicaux libres
est primordiale : le zinc joue un réle dans l'aitéiet le maintien de la SOD qui est un
piégeur capital des ions superoxydes, précurseuta dhaine des RL. Mais son action
essentielle semble plutdt se situer au niveau dén@ration du radical hydroxyl en tant
gu’'antagoniste du fer. Les implications du zinc 9l biosynthése des acides gras et
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des prostaglandines soulignent également son ianqewEt dans la réaction

inflammatoire.

En raison d'un apport alimentaire usuel situé sotin la limite des besoins
nutritionnels et de l'intervention de nombreux &gt physiologiques ou pathologiques
susceptibles d'influencer la résorption ou I'élimtiion du zinc. Les A.N.C sont estimés
a 12mglj.

f. Le manganese
Il s'agit du cofacteur exclusif de la seule enzyandoxydante des mitochondries.
Bien que ses carences soient exceptionnelles sonrde son ubiquité, on veillera a ne

pas négliger les céréales, les laitages et lesriégsecs.

g. Le cuivre

Son réle est controversé ; d'une part il interviesmme coenzyme d'un systéeme
épurateur (la superoxyde dismutase) ; d'autre pdatyorise fortement la formation de
RLO (comme le fer). On ne fait actuellement auctge®mmandation particuliere a son
sujet en rapport avec la lutte contre les radicaak,les données sont trop parcellaires

pour pouvoir adopter une position tranchée a sft.su

h. L'acide lipoigque

Connu pour son rbéle métabolique, il peut existarssdeux formes. Il peut s'agir
tantdt d'un antioxydant (en synergie avec le comezy)10), tantét d'un dérivé pro-
oxydant, ce qui doit inciter a l'utiliser avec pemde. Sous sa forme normale, il
neutralise le radical hypochloride et protéege @estaacides aminés de l'attaque
radicalaire. Il abonde dans la viande, mais lesndes relatives a sa teneur dans les
aliments faisant défaut, son apport sous forme upgplémentation a été envisagé a

I'étranger.

i. Métabolisme de I'acide arachidonique

Le métabolisme de l'acide arachidonique ressembieegperoxydation lipidique et
enzymatique controlée. Les radicaux libres augnmentactivité de la phospholipase
A2 membranaire et la libération de I'acide carotangartir des lipides membranaires.
Celui-ci est a l'origine de la production de prgtamdines et de leucotrienes. Ces

molécules interviennent ensuite dans les réactiofiammatoires, par exemple. En
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bloquant ce type de réaction, la vitamine E pemai¢ttle limiter 'emballement de la

réaction immunitaire et aurait des effets immunoufatturs.
j.  Le glutathion

Isolé et caractérisé des la fin du XIXeme siédateeo a établi la formule en 1935. 1
se forme a partir de trois acides aminés, le glatama glycine et la cystéine, cette
derniere lui apportant le groupe soufré caractgtistde cette molécule. Grace a cela, il
intervient comme agent détoxiquant et participa adutralisation de certains radicaux

libres, notamment comme cofacteur de I'enzyme tjlista-peroxydase.

Par ailleurs, il participe a la synthese d'ADN, gestéines et intervient dans des
processus de transport cellulaires. Sa contributiajeure demeure cependant son réle
d'antioxydant, qui dépend d'un apport protéiqueendy notamment en acides aminés
soufrés. Certains travaux ont proposé d'accratfeurniture de cystéine dans le but de
favoriser la fabrication du glutathion. Mais cetdgcaminé présente une toxicité réelle
pour des doses relativement faibles, qui doivessudider d'entreprendre une telle
procédure. L'activité physique en accroit l'utiiisa et le renouvellement alors qu'il
s'agit d'un élément clé de la lutte anti radicalwek, son efficacité semble relativement
indépendante, dans I'état actuel de nos conna&ssadua contenu de la ration hormis

évidemment toute situation de franche carence iouaté

k. Le coenzyme Q10

Il s'agit du seul des antioxydants qui ne figure gans notre ration. Maillon des
réactions mitochondriales, il aide a recycler lawiine E et pourrait également jouer un

réle antioxydant par lui méme.

On I'a, & une époque, suspecté de favoriser laattwmde radicaux libres et cette
affirmation a été largement relayée depuis, notantrdans I'ouvrage de Fred Brouns
ou la bibliographie mentionnée, paradoxalementitofése pas apres relecture attentive
une position aussi tranchée. D'autres travaux tkaitleurs en partie innocenté, mais
qguoiqu'il en soit, une attente prudente se justifiate d'informations suffisantes, méme
si on y a recours depuis plus de 20 ans chez dess satteints de pathologies

cardiaques, ce qui jette un sérieux doute quaoh&aractere pro-oxydant...
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bY

Les démarches nutritionnelles a mettre en ceuvres danlutte antioxydante
demeurent floues, le détail des composés implidaésjoses utiles, les interactions, les
eventuels effets prooxydants ou les surdosageshpEssissant en 1997 trop de zones
d'ombre Favier, 2003).

l.  Polyphénols et flavonoides

Les flavonoides appartiennent a la famille des giudyols. Ce sont des composés
ubiquistes que l'on retrouve dans les plantes (thigjn, cacao, blé, orge, mais, fruits
etlégumes...). lls attirent I'attention depuis que&sgw@nnées a cause de leurs propriétés

antioxydantes.

En effet, ils sont capables de piéger des raditiboes, d’inhiber la peroxydation
lipidique en réduisant les radicaux hydroxyl, sopgde et peroxyl. lls sont aussi
capables de piéger les ions métalliques, car tigles proprietés chélatricdsepnid et
al., 1997).

m. Taurine

La taurine (acide 2-aminoethanesulfonique) estaisieaaminé sulfoné. La majeure
partie de cette molécule se trouve dissoute damytesol soit liée aux membranes
cellulaires. Son action dans I'organisme est mahce. Elle serait capable d'inactiver
des radicaux libres. A c6té de son réle dans leendés antioxydantes, elle participerait
aussi a la régulation de la pression osmotiquellegk® en modifiant les concentrations

intracellulaires de calcium.

[I.4 Evaluation du stress oxydatif

La plupart des études mettant en évidence le stregtatif comme I'un des facteurs
étiologique de certaines pathologies ou d’expasitioun facteur environnemental (alcool,
tabac, ...) ou évaluant I'efficacité de micronutrirteedans la prévention de ce stress oxydatif

ont utilisé les marqueurs biologiques suivants :

»Les Marqgueurs du statut L’évaluation d’'un état nutritionnel peut étre &ipar

lanalyse du statut plasmatique, érythrocytairejcteytaire (plus délicat) pour les
micronutriments antioxydants (vitg, C, caroténojdés Se). Etant donné que certains

micronutriments sont des facteurs coenzymatiques elg&zymes appartenant aux
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systemes de défense, l'activité enzymatique de Bx,Gle la SOD Cu-Zn, peuvent
renseigner sur le statut antioxydant. La mesureadport GSH/GSSG est un bon reflet
de l'état rédox. La mesure du pouvoir anti-oxydentél du plasma (TRAP : « total

radical trapping parameter) peut se révéler un oeanqdu stress oxydant.

Cependant cet essai doit étre interprété avecaptién car des augmentations des
concentrations plasmatiques de l'albumine, de dacurique et de la bilirubine

pourraient masquer le déficit en d’autres antioxysla

»Les lésions dues au_stress oxydatipeuvent étre évaluées : tant au niveau des

protéines par le dosage des groupements thiols (8&fqueur d’'une non oxydation) ou
des groupements carbonyles (C=0 ; marqueurs d'ugdation) ; qu'au niveau des
lipides par le dosage des produits de dégradatsnlidides oxydés (HNE ; MDA ;
TBARS, isoprostanes) ; qu'au niveau de 'ADN padtesage des bases oxydées ou des
cassures de brin&érdes-Albert, 2004).

1.5 Les maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiquesaaies et en surexprimant certains genes,
le stress oxydant sera la principale cause initalplusieurs maladies: cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de dé&trespiratoire aigu, cedeme pulmonaire,
vieillissement acceéléré, Alzheimer, Parkinson, dtifms intestinales, rhumatisme,
athérosclérose, diabete.Atawodi, 2005).

52



Etude bibliographique

CHAPITRE IVTOXICITE

|. GENERALITES

Une substance est dite toxique lorsque mise eracbatec un organisme vivant, elle
peut entrainer chez lui une réaction spécifiquernstress compromettant la réalisation de ses
fonctions physiologiques au point d’avoir des effeiéfastes sur lui-méme et sur sa
progéniture(Sasseville,1980). Les substances toxiques peuvent atteindreodganismes

vivants par la respiration, la pénétration au trande la peau et par la voie trophique.

Les étres vivants présentent des troubles physileg variés selon les quantités

absorbées et la durée d’exposition a une substaricgie.

Les toxiques ne présentent pas tous le méme degieéxitite. Certains ont une faible
toxicité, méme si on les absorbe en grande quapi@eexemple le sel de table, tandis que
d’autres ont une forte toxicité, méme si on en dimsale faibles quantités, notamment les
dioxines. On peut en partie expliquer de tellesatians par les différences qui existent entre
la structure chimique des substances. Ces diffésermpreuvent affecter la capacité des

substances a perturber le fonctionnement d’'un (sgen

De plus, les caractéristiques physico-chimiqueseggample la grosseur des poussiéres,
la volatilité et la solubilité dans I'eau, intermigent également dans la réponse toxique. Ainsi,
la connaissance des caractéristiques physico-chenides toxiques proprement dits se révele

importante pour en évaluer la toxic{téa pointe, 2004).

Il.  NOTIONS DE TOXICITE

1.1 Toxicité par administration unigue: toxicité aigué

Elle se manifeste rapidement, voire immédiatemamteés une prise unique ou a court

terme apres plusieurs prises rapprochées.

C’est I'étude qualitative et quantitative des ph@eaes toxiques qu’il est possible de
rencontrer apres administration unigue de la ou dldsstances actives contenues dans le
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médicament. Cette étude décrit les symptébmes ofiseyvcompris les phénomeénes locaux et
fournit pour autant que cela soit possible, I'iradion de la Dkg avec ses limites de confiance

(95%). L'étude sur I'animal de laboratoire doiteegffectuée sur un nombre égal d’animaux
males et femelles. La durée de I'observation désaux est précisée par I'expérimentateur ;

en général , elle n’est pas inférieure a une semain

L'étude de la toxicité aigué permet d'exprimer lasd qui tue 50% des animaux
d’expérience (Dkg) ainsi que la dose maximale sans effet toxique EH)b®lest-a-dire la dose
la plus élevée pour laquelle aucun effet toxiquesn’relevé par rapport au lot témoin
(Traore, 1999).

[I.2 Toxicité par administration réitérée : toxicité subaigué et chronique

Ces épreuves ont pour objet de mettre en évidescallérations fonctionnelles et/ou
pathologigues consécutives aux administrationstééséde la substance active examinée et
d’établir les conditions d’apparition de ces altémas en fonction de la posologie. Les
expérimentations se font sur deux especes de mamesiflont un non-rongeur. Une des deux
épreuves durera 2 a 4 semaines, l'autre 3 a 6 ni@schoix de la ou des voies
d’administration doit tenir compte de la voie p8amploi thérapeutique et des possibilités de
résorption. Le mode et le rythme des administratioa sont pas codifiés strictement mais
doivent étre clairement indiqués ainsi que la da€® essais. Il est utile de choisir la dose la
plus élevée de facon a faire apparaitre des aftaiss, les doses inférieures permettent alors
de situer la marge de tolérance du nouveau prathg I'animal. L'appréciation des effets
toxiques est faite sur la base de I'examen du cotapent, de la croissance, de la formule
sanguine et des épreuves fonctionnelles partiemient celles qui se rapportent aux organes
extérieurs ainsi que la base des comptes rendussigizes, accompagnés des examens

histologiques qui s’y rattachent

[Il. DEFINITION ET PROPRIETES DES SOLVANTS

Selon Koller et al. (2002), les solvants sont des substances organiguedes et
souvent volatiles capables de dissoudre d’autrbstances. Le processus de dissolution ne
modifie ni le solvant ni les composés dissous. différentes propriétés chimiques telles que
polarité, tension de vapeur, point d’ébullition etlatilité déterminent leur domaine
d’application. lls sont utilisés comme solvantsrapgpement parler, mais également en tant

gue matieres de base dans I'industrie chimiquerainte réfrigérants, antigels, propulseurs de
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sprays, insecticides, carburants. L'éthanc, par ailleursconnu pour contribuer a I'agréme

de certaines boissons.

IV. METABOLISME ET TOXICOLOGIE

Méme s’ils sont chimiquement trés semblables, tdgagts peuvent étre métabolis
par des voies totalement différentes et développesi des toxicités variées. Il convient
noter que les effets toxiques ne sont parfois pakment impuéables au solvant mér mais a

ses métabolites ou a des impur (figure n° 16).

EXCR%ETION
Méubolites non
loxigues
BIOTRANSFORMATION METABOLISATION
SOLVANTS
LIPOSOLUBLES
Action élective sur les . Action sur les protéines
graisses contenant du I’;ﬁ?g'gﬁ;éﬁ:fs et les lipides de la
phosphore : ques membrane cellulaire
— sysiéme nerveux Toxicité génétique
— motlle osscuse
— rein l Destruction
— c@ur Mutation cellulaire
Effets
téralogénes Cancer
DETOXICATION TOXICITE AIGUE EFFET MUTAGENE INFLAMMATION ET NECROSE

Figure n°16: Solvants et toxicité.

IV.1 Résorption

Selon Garnier (2008), es solvants peuvent pénétrer dans I'organisme gsanadies

respiratoires, digestives ou par la pe

IV.1.1 Voies respiratoires

Les voies respiratoires constituent la principadéewd’absorption (par inhalation) d

solvants au poste de travail. La résorpidépend de la concentration dans l'air, du vol
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ventilatoire minute et de la solubilité dans le gsaAvec l'activité physique ou certaines
affections respiratoires, 'augmentation du voluveatilatoire par minute peut multiplier la

résorption Kaitre , 2003).

IV.1.2 Epiderme

De nombreux solvants sont également bien résoidnés peau, avant tout par diffusion
passive selon la loi de Fick. Plus une substanckpesghile, petite et fortement concentrée et
plus elle sera facilement résorbée. Plusieurs autaeteurs tels que volatilité, point
d’ébullition, vasodilatation, action d'additifs dardes crémes favorisant la perméabilité,
localisation et étendue de la peau exposée, températ degré d’hydratation de cette
derniere, nombre de follicules pileux, combinaismec d’autres nuisances chimiques, durée
du contact, effet-retard ainsi que prédispositiondividuelles jouent un réle dans la

résorption cutanée. La résorption cutanée de vapkusolvants est tres faible.

La principale barriere protectrice de la peau estilatum corneunf{couche cornée),
épais d’environ 2@m. Une fois qu’elle a traverseé cette couche supegide I'épiderme, la
substance étrangere parvient assez facilement ldacisculation sanguine. Des Iésions du
stratum corneumeczéma par exemple, favorisent de maniére dédiaivésorption, qui peut
méme étre plus importante que la résorption pamptsnons. D’infimes Iésions cutanées

peuvent déja accroitre de facon significative largk de substances dangereuses.

IV.1.3 Tractus gastro-intestinal

La résorption gastro-intestinale est trés rapidagisme survient presque exclusivement
gu’en cas d’absorption accidentelle ou intentiolenet ne joue pas un rble prépondérant en

médecine du travail.

V.2 Biotransformation et élimination

De par leur caractere lipophile, les solvants disosont acheminés par le flux sanguin
vers les tissus riches en graisse, c’est-a-diratateait dans le systeme nerveux, la moelle
osseuse, le foie et le pannicule adipeux. Au niveiadoie, les solvants sont métabolisés et
éliminés par la voie urinaire, a I'exception decite trichloracétique et le tétrachloréthyléne,
qui sont en majeure partie expirés tels quels.rSkElodemi-vie de la biotransformation, le

solvant peut rester plusieurs jours dans les tigbodgy burden) et étre ainsi redistribué
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lentement dans le sang un certain temps apres darptéon. En ['occurrence, des
polymorphismes génétiques et I'inhibition ou limdion d’enzymes métaboliques par le
solvant jouent également un réle. Pour les solvélntinés avant tout par expiration, c’est le

volume ventilatoire par minute qui influence laegse d’élimination.

Certains solvants se décomposent en métabolitest@kiques que la substance mere.
Tel est le cas du tétrachlorure de carbone, déceénpen radical tricholrométhyl,
hépatotoxique ou du diméthylformamide qui préségaement un métabolite hépatotoxique
avec le monomeéthylformamide. Le n-hexane et le Xahene possedent, par exemple, des
produits de décomposition neurotoxiques avec leabudite 2,5-hexanedione alors que des
produits de décomposition cancérigenes sont isgusiahloréthyléne (di- et trichloracétate)

et du benzene (métabolites phénoliques).

IV.3 Interactions

IV.3.1 Interactions pharmacocinétiques

Lors de mélanges de solvants, leurs effets pewsaepbtentialiser ou se neutraliser par
I'activation ou l'inhibition d’enzymes. En tant queroduit d’agrément fréquemment utilise,
I'éthanol est ici d’'une importance particuliereinteragit avec les enzymes microsomales du
cytochrome P450 et renforce ainsi la toxicité d'asitsolvants tels que toluéne, xyléne, MEC
ou trichloréthylene dont il inhibe I'élimination. Ainverse, il peut également réduire I'effet

toxique d’autres substances par induction enzymatiq

IV.3.2 Interactions biologiques

Pour les substances neurotoxiques, I’hépatotoxatité néphrotoxicité du tétrachlorure
de carbone est renforcée par I'exposition simuétadd’acétone ou a I'isopropanol. Il existe
également des interactions dermiques dans le sems effet de Carrier percutané: des
solvants qui ne peuvent pas, en eux-mémes, petepenu peuvent quand méme la traverser

s’ils sont dissous dans du DMSO ou des composétydal.

IV.4 Tableaux cliniques

Presque tous les solvants organiques présententnansotoxicité centrale et/ou

périphérique; certains sont également hépato-,roépimémato- ou cardiotoxiques. Des doses
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élevées absorbées en peu de temps entrainentabdsations aigués. En revanche, de petites
guantités incorporées au cours de périodes protengévoqueront des tableaux chroniques.
La répétition d’intoxications aigués peut aboutin aéme résultat. L’évolution des

intoxications dépend avant tout de la dose et eargktlieu également de I'age, du sexe et de
la constitution de la personne concernée. Lesrésigués sont habituellement réversibles
aprés la fin de I'exposition, alors que les effetgyoniques peuvent persister au moins

partiellement.

IV.4.1 Epiderme

Les solvants provoquent des irritations de la pa@si que des muqueuses et des
conjonctives. En cas d’exposition intensive de dé@ayy un eczéma de contact toxique aigu
avec lésion des cellules épidermiques peut se ai@vet. Une irritation persistante souvent
sous-liminaire peut également entrainer une detendtusure (eczéma de contact irritatif
chronique ou cumulatif subtoxique), ou les |ésibgperkératosiques sont au premier plan.
Les atteintes se limitent a la localisation de pesition, le plus souvent les mains. L'effet
irritatif des solvants trouve vraisemblablement gacipale origine dans les propriétés
dégraissantes des solvants. Les eczémas caudés palvants représentent environ 20 % des
dermatoses observées en médecine du travail etemmmt avant tout les peintres, les
imprimeurs et les mécaniciens. En revanche, lediodes allergiques de la peau aux solvants

sont raresAnnonyme, 2002)

Les solvants ne provoquent généralement pas decatabl pathognomoniques.
Toutefois, outre des irritations non spécifiquésxiste des tableaux cliniques spécifiques tels
gue la chloracné, provoquée par certains typesiaenegs et de polychlorobiphényles. Le

sulfure de carbone (disulfure de carbone) estqudidrement irritant pour la peau.

IV.4.2 Voies respiratoires

Selon le degré d’exposition, les irritations desqoeuses de I'appareil respiratoire
peuvent entrainer des troubles allant de la touwkyspnée a une pneumonie chimique et un
oedeme pulmonaire. A cet égard, butanol, styrereene, xylene et méthyléthylcétone sont
particulierement irritants pour les voies respira® alors que l'acétate d'éthyle,
lisopropanol, le méthanol, I'acétone et I'éthamnel le sont que dans une faible mesure. Une

certaine habituation aux propriétés irritativesndenbreux solvants apparait avec le temps.
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IV.4.3 Systeme nerveux

Presque tous les solvants présentent des propriét@stoxiques, mais le degré et la
localisation de I'atteinte varient fortement d’unoguit a I'autre. Les symptdmes sont en
partie non spécifiques et apparaissent égalemest dautres affections telles que la
dépendance a l'alcool ou la dépression; ce qui @tve pris en compte en diagnostic

différentiel.

En général, les intoxications aigués aux solvantsau premier plan, les mémes effets
sur le systeme nerveux central que la prise d’&l@po est par ailleurs également un solvant).
A un stade pré narcotique avec vertiges, obnubiiatparesthésies, excitation et ivresse
succede la perte de connaissance ou méme la pearadgpiratoire. Certaines substances
comme l'éther éthylique, le trichloréthylene ettliehlorométhane étaient autrefois utilisées
comme anesthésiques en raison de leurs proprigtéstigues. L'effet sur le systéme nerveux
central (SNC) dépend de la liposolubilité et, dode,la concentration du solvant dans le
cerveau. Pour apprécier le danger, la concentrakms le sang est mesurée. Si ce n’est pas
en premier lieu le solvant qui est neurotoxiqueisnsan métabolite, la concentration dans le
sang du solvant n’est pas particulierement reptatee; dans ce cas, le métabolite concerné
est déterminé dans les urines. Tel est le caslpauhexane et son produit de décomposition,

la 2,5-hexanédione.

Outre le systeme nerveux central, le systeme ngrvégétatif est concerne, ce qui se
traduit par des symptdbmes gastro-intestinaux (e s€omissements) et des troubles
vasomoteurs (sensation de chaleur, battementsetds, &ymptomes orthostatiques).

L’atteinte chronigue du systeme nerveux provoques deoubles centraux et
périphériques. Au niveau périphérique figure aurpee plan la polynévrite toxique avec des
troubles sensitivomoteurs symétriques marqués amkés et aux bras et remontant de distal
vers proximal. Sur le plan anatomopathologique tronve une axonopathie distale et une
démyélinisation. Au stade initial, les patientptmgnent de dysesthésies, d’hyperesthésie, de
crampes dans les mollets et/ou les avant-bras efaibesse musculaire des membres.
Apparaissent ensuite troubles de la sensibiliteégi@, dysrégulation orthostatique et perte de

la puissance et de la libid€Cltaze,2004).

SelonMaitre (2003), les lésions centrales correspondent @&noéphalopathie toxique

gui se manifeste au début par un syndrome pseudastbénique réversible avec abattement,
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agitation, irritabilité, troubles du sommeil et ldeconcentration avant de réaliser un tableau
de syndrome psycho-organique. Selon I'évolutioniglie, on distingue les stades suivants:

= Degré de gravité 1 «organic affective syndrome» Fatigabilité, troubles de
I'attention et de la concentration, perte d’appéterPas de modifications dans les

tests psychométriques. Réversible.

= Degré de gravité 2a «mild chronic toxic encephaloply» : Modification marquée
de la personnalité avec fatigue, labilité de l'effemanque de contréle des
impulsions et perte de motivation. Mise en évidedeelégéres pertes cognitives

dans les tests psychométriques. Réversibilité bigria

= Degré de gravité 2a «mild chronic toxic encephaloply»: Egalement
d’éventuelles atteintes neurologiques |égéres stedige tremor et troubles de la

coordination. Tests psychométriques pathologig@éséralement irréversible.

= Degré de gravité 3 «severe chronic toxic encephalaihy»: Démence associée a
des modifications neurologiques. Mise en évidenedaites restrictions dans les
tests psychométriques. Symptémes géenéralementévensibles méme apres la fin
de I'exposition. Le degré de sévérité 3 peut agparapres des années d’exposition

a de fortes concentrations de solvants.

IV.4.4 Organes internes

a. Foie

Les atteintes organiques aigués se manifestentrgjément sous I'aspect d’'une
hépatopathie toxique qui ne se traduit souventgpreune élévation enzymatique. La
répétition de poussées aigués ou l'exposition dhuen conduisent finalement a la
cirrhose en passant par le stade de la stéatosatiqep Le mécanisme de
'hépatotoxicité peut se montrer sous forme de tiéacinflammatoire, de stress
oxydant, de dysfonction du systeme des cytochro”P®S0 ou des mitochondries.
L’ampleur de la lésion dépend de I'age, de I'espéleel’état nutritionnel, de facteurs

géneétiques ou d’interactions avec des médicamentie d'alcool.

b. Reins
Les expositions a de fortes concentrations deddveure de carbone, d’éthyléne et
de diéthylene glycol ou de toluéne peuvent condaitae nécrose tubulaire aigué et a
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une insuffisance rénale. Les contacts de longuetedwavec les solvants peuvent
provoquer de légeres atteintes tubulaires et glolaiées. Certains éléments renvoient
également a des glomérulonéphrites. L’'acétone isbplfopanol potentialisent non
seulement I'effet hépatotoxique susmentionné, ragaement I'effet néphrotoxique du

tétrachlorure de carbone.

c. Coeur

Certains solvants tels que le trichloréthylene @tentuellement d’autres
hydrocarbures halogénés) influencent le métaboldesecatécholamines et peuvent ainsi
déclencher des troubles du rythme et une fibrdfaticardiaque. Le toluéne peut
également provoquer des arythmies. Le dichloronmétlest métabolisé en monoxyde de
carbone par l'organisme, ce qui réduit I'approvisiement en oxygene du myocarde.
Des événements cardiovasculaires ont égalemema@pértés apres action de disulfure

de carbone favorisant une athéromatose.

V. CANCEROGENICITE DE SOLVANTS

Certains solvants sont canceérigenes. lls sontcta#ta aux catégories C1 a C3. La
catégorie C1 se référe aux substances que l'onésatcancérigenes pour '’homme. La
catégorie C2 renvoie a des substances devant &timilges a des substances cancérogenes
pour I'homme sur la base d'études a long termel’animal et d’autres informations, La
catégorie C3 désigne des substances préoccupantes 'homme en raison deffets
canceérigenes possibles, mais pour lesquelles feamations disponibles ne permettent pas
une évaluation satisfaisante. A ces trois clasgds ébé rattachés le benzéne (Cl), le
trichloréthylene et le trichlorométhane (C2) aingue le dichlorométhane et le
tétrachloréthyléne (C3Bggin etal., 2006).

VI. LE TETRACHLORURE DE CARBONE CClI 4

Cette substance est hépatotoxiqgue et a conduitesa tdmeurs du foie lors
d’expérimentations sur l'animal ou il peut entrainmme nécrose tubulaire aigué avec

insuffisance rénale consécutive.

Le tétrachlorométhane ou tétrachlorure de carlesh@&n composé chimique chloré de
formule brute : CGl
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A pression et température ambiante, c'est un leuictolore, trés volatil dont les

vapeurs sont nocives pour les étres vivants etetang pour la couche d'ozone.

En chimie organique, le tétrachlorométhane est exmuemployé en tant que solvant,
méme si son usage tend a diminuer en raison dateatdxicité. Il est ainsi souvent remplacé

par le chloroforme ou le dichlorométhane.

Dans I'Union Européenne, compte tenu des mesuresppotéger la couche d'ozone, la
production et [limportation sont interdites depui©95. Comme réfrigérant, le
tétrachlorométhane porte le code R-T@gqchkeet al., 1983 ; Pichard, 2005; Zang et al.,
2013).

VI.1 Propriétés physico-chimiques

Le tétrachlorure de carbone est un solvant vothiitt les vapeurs sont 5 fois plus
lourdes que l'air ; il est trés peu soluble damaul'mais est soluble dans de trées nombreux
solvants organiques.Stable dans les conditions alesnd'emploi, a température ordinaire, il
se décompose a la chaleur pour former de l'acitehgfdrique, de I'anhydride carbonique et

du phosgéne.

VI.2 Propriétés cinétiques principales
L'absorption du tétrachlorure de carbone se faitvpge pulmonaire, digestive mais trés

peu a travers la peau (sauf quand celle-ci est)ésé

Apres inhalation, il est distribué dans le tissipadx, le foie, la moelle osseuse. Aprés
une série de transformations métaboliques faisaetvienir une enzyme microsomiale, le
tétrachlorure de carbone donne comme métabolitediadhlorocarbonyle, du monoxyde de

carbone et du dioxyde de carbone entre autres.

Une partie (environ 70 %) est éliminée sous fornahangée dans l'air exhalé, le reste

est éliminé rapidement dans les urines et les f@iebard, 2005).

VI.3 Toxicité chez I'homme

Organes cibles : foie, reins, systéme nerveux akentr
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VI.3.1 Toxicité aigué

En cas d'ingestion, le tétrachlorure de carbonea®r des signes digestifs (naus:
vomissements), accompagnés d'une atteinte neugagentrale souvent discrete. 24 he
a 48 heures plus tard, apparais les atteintes hépatique et rénale. L'atteinte gpatest
une cytolyse qui évolue rarement vers l'insuffigahépatique, alors que l'atteinte rénale
une tubulopathie qui réalise une insuffisance e@alurique souvent réversible aprés 3
jours La survenue d'un O/ (Oedum aigu du poumorgst fréquente, di a la fois a
tubulopathie et a une atteinte directe de la pak@iolaire

En cas d'inhalation, le tétrachlorure de carbonet reduire de discrets troubles
conscience. Une hépatonéte peut survenir aprés umtérvalle libre de 1 a 4 jou
A dose massive, des atteintes cardiaques, suménak, pancréatiques et testiculaires on

décritesfigure 17).

ex : tétrachlorure de carbone

Cytochrome P450

Voie réductrice
cCly ——F "g0l ———# CHCL

Radical trichlorométhyle Gt

ozl

°0O0CCI,
Radical trichlorométhylpéroxyle

Figure n°17: Devenir toxique du CGHans I'organismeGillard
etal., 2006).

VI.3.2 Toxicité chronique

Quelgues cas de cirrhoses hépatiques et d'atteiiesologiques centrales
périphériques ont été décriComme tous les autres solvants chlorés, il @snt au niveat

cutané et de la sphere ORL

Sur le plan de la cancérogénicité, il est classes tkacatégorie 3 par l'union europée
et 2B par le CIRQCentre International De Recherche contre le Ca (Koller , 2002).
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VI.4 Etudes chez I'animal

Chez la souris, la Dk est estimée & 7 176 ppm (45 998 mg/m3) ou 50n0§ar (7
800 ppm). David et al. (1981) ont montré que lors d’'une expositigar inhalation
pratiquée chez le rat aux concentrations 5@eppm (320 mg/), 6 heures par jour
pendant 4 jours, le tétrachlorure de carbordisait une augmentation significative des

activités enzymatiques seériques et des lésimmtiques de type stéatose.

La DLsopar voie dermaleest estimée supérieure, 15 g/kg chez le laginle
cobaye Roudabushet al, 1965).

Les différentes Dig par voie oralesont regroupées dans Ieableau 06 |l

apparait clairement que la toxicité aigue du tdti@ctire de carbone est tres faible.

Tableau n° 06:DLso(mg/kg) de quelques especes utilisées en expé@m@mianimale

Espéce Dlso (mg/kg) Source
Souris 12100- 14100 Dybing etDybing, 1946
Rat (femelle) 2821 Smythet al, 1970 Klaassen et Plaa, 1969
Rat (male) 10054 Kennedy etal., 1986
Chien 2300 KlaassenetPlaa, 1967

VI.5 Effets cancérigenes

VI1.5.1 Etudes principales
a. Etudes chez 'homme

Le risque de survenue de cancer suite a I'exposdio tétrachlorure de carbone a
été évalué chez 5 populations professionnellegréiftes Checkoway et al., 1984 ;

Wilcosky et al., 1984;0tt etal., 1985 ;Bond et al., 1986 Blair etal., 1990 ;Blair et
al., 1998).
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L’étude deOtt et al.,(1985) est une étude de mortalité menée sur 1 di@rtes
employés pendant au moins 1 an entre 1940 et 1869 kindustrie chimique aux
Etats-Unis. Au sein de cette population, 226 engdoynt travaillé dans une unité de
production de méthanes chlorés (chlorométhanehlatiométhane, chloroforme et
tétrachlorure de carbone), Les niveaux d’exposi ne sont pas rapportés. 42
décés ont été observés chez les 226 employésimigél'et 9 cancers sont rapportés

incluant 3 cancers du pancréas.

b. Etudes chez I'animal

Les auteurs des études expérimentales les plusrames ont cherché a mettre en
évidence les effets cancérigénes du tétrachlorerecatbone par différentes voies
d’exposition, aussi bien chez le rat que chez larisolLes résultats de ces études
montrent que le tétrachlorure de carbone induitz diférentes espéces de souris des
tumeurs hépatiques, notamment des carcinomes duoéflataires. Chez le rat,
différentes tumeurs hépatiques bénignes egmedisont observeda\RC, 1999).

Des souris sont exposées par voie orale awchdétrare de carbone administré en
solution dans de l'huile dolive aux doses @dd6, 0,32, 0,64, 1,28 et 2,5 g/kg
de poids corporel . Une augmentation signifieatdes hépatomes est observée
chez les souris exposées au moins a la des®,16 g/kg de poids corporel sur
une période d’au moins 90 jours. Aucun hépataiast observé pour une exposition
a la dose de 2,5 g/kg de poids corporel sur unegede 30 joursgschenbrenneret
Miller , 1944).

Dans une autre étude, les souris sont expopae gavage au tétrachlorure de
carbone en solution . 2 a 5 % dans I'huile de rbafigis par semaine aux doses de 1
250 et 2 500 mg/kg pendant 78 semaines. 92 semames le début du traitement, la
quasi- totalité des souris ont développé warcioome hépatocellulaireNCI,
1976 ;Weisburger, 1977). Dans une étude similaire réalisée avendme protocole
opératoire chez le rat pour des expositions dages de 47 et 94 mg/kg de poids
corporel chez le male et de 80 et 160 mglkg poids corporel chez la femelle,
une faible augmentation des carcinomes hépaitaies est rapportée chez les
males et les femelles. La présence de nsddlpatiques néoplasiques est observée

chez les méles et les femelles.
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CHAPITRE I: MATERIEL ET METHODES

. MATERIEL VEGETAL

.1 Récolte des plantes

L’espéceArtemisia campestrisa été récoltée au mois de Février au sud alyélaas

la région de Tamanrasset.

.2 Conservation

La plante fraichement récoltée est laissée a séxh&ir libre au laboratoire a la

température ambiante.

I[l.  PREPARATION DES EXTRAITS D'ARMOISE

[I.L1 Préparation de I'extrait éthanolique

L’extrait éthanolique a été obtenu en se référatet méthode de Soxhlet qui permet

d’effectuer une extraction solide-liquide avec gnande efficacité.

a. Principe

L’extraction par I'appareil Soxhlet est une méthadaple et convenable qui permet de
répéter le cycle d’extraction avec du solvant fjagju'a épuisement complet du soluté dans

la matiere premiére d'ou son efficacité élevée.

b. Mode opératoire

= L’ensemble feuilles, fleurs et rameaux séchéesaspéceArtemisia campestris

ont été broyés et réduits en poudre fine.

= Une prise de 20g de la poudre obtenue est plagéeule cartouche et mise dans
le dispositif pour I'extraire avec 400 ml de st (éthanol pur) sous réfrigérant a

reflux pendant 6 heurgfigure 18)
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Figure n° 18: Dispositif de I'extraction solide liquid

= |’expérience est répétée jusqu’a ce que le solebtenu soit incolore. Apreé
extraction, le solvant riche en substances exgrestrécupéré dans un ballon, pi

passé a I'évaporateur rotatif ad’éliminer le solvantfigure 19).

Figure n° 19: Evaporation du solvant (éthanol) a
I'évaporateur rotatif.
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= |’extrait ainsi obteniest placé dans un dessiccateur, peséonservé a 4-6°C

jusqu’a utilisation.

II.2 Préparation de I'extrait aqueux

L’extrait aqueux de I'espéce étudiée est obtenuuparmacération a chaud en suiv

les étapes suivanteSdro, 2009 :

= 50 g de poudre de matiere végétale séche est enfileés 500 ml d’eau distill¢
chauffée a100 °C.

» Le mélange matiére végéta— eau distillée est agité pendant 24 heures pe
agitateur magnétiq! ; la solution obtenue subit deux filtrations sucoess a l'aide

d’'un Bichner sur du papier filtre moy et on obtient le filtratfigure 20).

Figure n° 20: Filtration du macéré
agueux a l'aide d’un Buchner.

= Le filtrat obtenu est lyophilisé a l'aide d'un lyliisateur de typeTelstar a une
température de 47°C) a -48°C) figure 21). Le lyophilisat obtenu est une pout
de couleur verdatreit est conservé a4+°C dans un flacon hermétiquement fel

jusqu’a utilisation.
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Figure n° 21: Lyophilisation de I'extrait aqueux (
I'armoise.

» Le Rendement d’extractior:exprime le rapport entre le poids du résidu se:
I'extrait aqueux et le poids du produit a traitée rendement, exprimé

pourcentage, est calctselon la formule suivante :

R (%) = [masse du résidu extrait / masse de laipe traitée] * 10C

[ll. ETUDE CHIMIQUE

I11.1 Détermination de la teneur en ea

Elle est déterminée par la méthode gravimétriquegusiste en la détermination de
perte de masse par dessiccaa I'étuve a 130°C dans des capsylesdant 3l

Le pourcentage de la matiere secMS) est donné par la formule suivante selol
normeAFNOR (V- 03- 707 ISO 712, 198¢:

Poids aprés dessiccati— poids de la capsule vi
MS (%) = % 10(
Poids avant dessiccati~ poids de la capsule vis
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[11.2 Détermination du taux de cendres

La teneur en cendres est obtenue par incinératiome dorise d’essai dans un four a
mouffle a 550°C jusqu'a combustion compléte de d&iére organique ; le résidu obtenu est

ensuite peseé.

Le pourcentage des cendres est calculé selonnaufersuivante :

M2_MO
—— = 100
M1 MO

Teneur en cendre =

MO : Masse en gramme de la capsule vide d'incirrat
M1 : Masse en gramme de la capsule d’incinérati@rgee de la prise d’essai ;

M2 : Masse en gramme de la capsule d’incinérati@rgee des cendres.

[11.3 Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectue law@actif colorimétrique de Folin-
Ciocalteu selon la méthode citée p@olfe et al.(2003)(figure 22)

a. Principe

La méthode fait appel a un mélange d'acide phospigstique (H PWi, Oy) et
d’acide phosphomolybdique §HPMor2 O40) qui est réduit lors de I'oxydation des phénots, e
un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de mehdbdW O.3) (Ribereau-Gayon
etal.,1976).La coloration bleue obtenue posséde une ptiimormaximale a 760 nm ; cette

coloration est proportionnelle au taux de comppé&Enoliques.

b. Mode opératoire

Mettre une aliquote (0,25 ml) de I'échantillon &dadans un tube a essai ;
N
Ajouter 1,25 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (Hisfdilué) et laisser réagir pendant|3

minutes ;

N

Ajouter 1 ml de la solution de carbonate de sodidi@Cos) a 7.5%.

Figure n° 22: Dosage des polyphénols.
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bY

Les différentes solutions préparées a partir déférdntes dilutions, sont laissées a
I'abri de la lumiére a température ambiante pen88min. L’absorbance est ensuite mesurée

a 765 nm au spectrophotometre.
La manipulation est réalisée en triplicatas powoeke eéchantillon.
c. Expression des résultats

Pour interpréter les résultats, une courbe étadbnéalisée en présence d’acide gallique
a des concentrations allant dad@/ml & 160ug/ml, permettant d’obtenir une réponse linéaire

en absorbance.

Ainsi, la teneur en polyphénols totaux est déteémipar extrapolation sur la courbe
d’étalonnage obtenue. Le contenu phénolique tatalegprimé en mg Equivalent d’Acide
Gallique par g de matiére séche (mg Eq AG /gMS).

lll.4 Dosage des flavonoides

La méthode au trichlorure d’aluminium (ALkitée paHazzit etal. (2009) est utilisée

pour quantifier les flavonoides des extraits.
a. Principe

1 ml de chaque extrait et du standard (dissous dliatiganol) avec les dilutions

appropriées est ajouté a un volume égal d’'uneisaldtAlCl; a (2% dans I'éthanol).

Le mélange est vigoureusement agité et I'absorband@0 nm, est lue apres lheure

d’incubation.
b. Expression des résultats

La quantification des flavonoides est faite en fmmcd'une courbe d'étalonnage linéaire
(y=ax+b) réalisée par un standard étalon "la quiexec€a différentes concentrations (0-160
pg/ml) dans les mémes conditions que I'échantillbes résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de quercétine par mdligme d’extrait (ug Eq Q/mg).
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[1l.5 Evaluation de I'activité antioxydante

Dans cette étude, l'activité antioxydante des adtetrvégétaux étudiés est évaluige
vitro par deux méthodes de référence : le pouvoir reduetd’activité d’inhibition du radical
DPPH (2-2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl).

Le pouvoir antioxydant de ces extraits est estiamécpmparaison a un antioxydant de

synthése, le BHT.

[11.5.1 Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH

a. Principe

Le DPPHe (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl)¢g@Hi12NsOs) est un radical libre stable
utilisé pour remplacer les radicaux libres prodyits les cellules en réponse a des stress
internes ou externes. En présence d’'un antioxydantouleur violette caractéristique du
DPPH vire au jaune et I'absorbance mesurée a 517%’abaisse. L'ajout de différentes
dilutions des extraits a la solution de DPPH perdeetdéterminer celle qui diminue le plus

I'absorbance.

Les absorbances mesurées servent par la suitewdecde pourcentage d’inhibition du
radical DPPHe, qui est proportionnel au pouvoiriradicalaire de I'échantillonfigure 23)
(Sintaheyuetal.,2012).

o~ I
P )
- s ,_/ L ]\ | —
J\ NEH
O5N MNO2 J
T o A
~ g l \/J/
T HOR ==
By NO-
1.1-Dhphényl-2-picrylhydraz=vl (DPPH?) (DPPH)-H
violet jaune

Figure n° 23: Réaction d’'un antioxydant avec le radical DPPH
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b. Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la dagasiaintioxydants a piéger le radical
DPPH. Selon le protocole décrit pdiansouri et al. (2005), L'effet de chaque extrait sur le
DPPH est mesuré comme suiig(re 24)

25 ul de chaque dilution d’extrait végétal sontanéés a 975 ul d’'une solution

éthanolique de DPPH (0.004%) fraichement préparée.

~~

Apres incubation du mélange obtenu pendant 30 eénaut’abri de la lumiere et
température ambiante, 'absorbance est lue a 51& Faude d’'un
spectrophotometre.

Figure n° 24: Piégeage du radical DPRMansouri etal., 2005)

L'inhibition du radical libore DPPH par le BHT estjalement analysée aux mémes

concentrations pour la comparaison.
c. Détermination du pourcentage d’inhibition

Selon Sharififar et al., (2007), I'inhibition du radical libore de DPPH elyrcentage

(19%) est calculée de la maniere suivante :

1% = (A bianc — A chantiion) /A planc * 100

- A panc: Absorbance de I'essai a blanc.

- A &chantilon: Absorbance du composé d'essai.

La cinétigue des réactions des extraits végétaex s& DPPH est inscrite a chaque
concentration examinée. Un graphique des concenmtsaten fonction des pourcentages du
DPPH inhibés, est tracé a la fin de la réaction dfobtenir I'index IC50. Ce parametre est
défini comme étant la concentration d'antioxyda&gjuise pour diminuer la concentration du
DPPH initiale de 50% $harififar etal., 2007).

73



Matériel et méthodes

[11.5.2 Mesure du pouvoir réducteul
a. Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est déterminé suivant la nahpréconisée p«Oyaizu (1986)
(figure 25).

Dans un tube a essai, mettre 0,125 ml de I'’échar

N/

Ajouter 2,5 ml d'une solution tampon phosphate (0,2M: 6,6)

V4

Ajouter 2,5 ml d’hexacyanoferrate de potassiur; Fe (CNy)) a 1%

V4

Incuber pendant 20 minutes &°C au bain —mari

v

Additionner de 2,5 ml d’acide trichloracétique a 1

N4

Prélever 2,5 ml du surnageant de chaque concentration et mélanger
d’eau distillée

N/

Centrifuger pendant 10 minutes a 1500 tr/ mir

V4

Additionner de 0,5 ml de chlorure ferriqgue F;4 0,1 %

V4

Mesurer I'absorbance a 700 nm

Figure n° 25: Détermination du pouvoir réducte (Oyaizu,1986.
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b. Expression des résultai

Pour exploiter les résultaobtenus, la maniéere la plus commune utilisée pardporité
des auteurs est de tracer les graphes des absesbalptienues en fonctions des différe
concentrations utilisées pour les différents etdrail’augmentation de I'absorban

correspond a unaugmentation du pouvoir réducteur des fractiongés

V. ETUDE TOXICOLOGIQUE

IV.1 Expérimentation animale

L’'extrait aqueux de Il'armoi¢ rouge Artemisia campestr), utilisé pour

I'administration aux animayest préparé a raison 1gd’'extrait / kg de poids corpor

Il est a noter que I'extrait aquela été retenwpour éviter toute toxicité qui pourr:

provenir de I'éthanol.

IV.2 Echantillonnage

L’étude a été réalisée sur des rats WISTAR, albimodles, provenant delnstitut
Pasteurd’Alger, dont le poids varie entre 150 et 25CLes animaux sont répartis en 4 |
(figure 26) de 6 rats chacun, ayant libre accés a I'eaula nourriture. La température
'animalerie est & 25°@& 4°C, I'hygrométrie de 60% et une photopériode d H/24H. Les
animaux desti@s a I'expérimentation ont si une période d’adaptation aux conditions

I'animalerie.

Figure n° 26: Répartition des rats en 4 lots
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IV.3 Protocoleexpérimental

= |’expérimentation a porté s4lots de 6 rats chacun.

» Les rats sont répartis dans les lots de facon & ame moyenne de poids identig
pour chaque lot expérimen

» Les sacrifices ont lieu tous les 10 jours sur péode s’étalant sur un mc

» Les lots sont répartis comrsuit :

- Lot témoin : 6 rat: ont recu une dose de 1ml de paraffine quotidienné¢miepar
gavage figure 27).

- Lot 01: 6 ratsont recu une dose de 100 mg d'extrait agud'Artemisia
campestris /kg de poids corporel dilué dans 1ml de paraffihaque joupar
gavage.

Lot 02: 6 ratsont recu une dose de 1ml de paraffine quotidiennérate patr
gavage. Les rats qui doivent étre sacs, isolés 24 h au préalal, recoivent une
dose de 2mg/kg de poids corporel de,4

Lot 03: 6 ratsont recu une dose qucienne de 100 mg d’extrait aque
d’Artemisia campestr /kg de poids corporel dilué dans 1ml de paraffiae
gavage. Les rats qui doivent étre sacs, isolés 24 h au préalal, recoivent une

dose de 2mg/kg de poids corporel dey,

Figure n° 27: Gavage quotidien des rats.

La conduite de I'expérimentation est récapituléesdetableau 07
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Tableau n° 07 Récapitulatif de la conduite de I'expérimentationanimale

Lot témoin Lot 01 Lot 02 Lot03
Paraffine Extrait aqueux
Supplémentation Paraffine Extrait aqueux + +
CCly CCly
1*'Sacrifice 01(J10) 2/6 2/6 2/6 2/6
2°Sacrifice 02 (J20) 2/4 2/4 214 2/4
3*Sacrifice 03 (J30) 2/2 2/2 2/2 2/2

L’expérimentation a durée 30 jours, sacrifices ont eu lieu tous les 10 jours a ra
de 2 rats de chaque Idiglure 28). Les rats sont sacrifiggr décapitation, le sang est réci
et mis dans des tubes secs étiql et sont centrifugés a 4000trs/mia.plasma récolté e

conservé dans des tubsgsendorff jusqu’a analys

Figure n° 28: Dissection d’un rat.

Les organes sont prélevés rapidement, pesés, éaeesune solution de KCI a 9%o
conservés au congélatel2@C’ (figure 29).
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e "

le coeur les remns le fote

Figure n° 29: Photo des organes étudiés (le caeur, les reindae)

IV.4 Calcul de l'indice hépat-somatique

L'indice hépato somatique est défini comme étanpdarcentage du rapport entre
poids du foie (g) et celui de la souris (g). Il eatculé selon la formule suivante décrite
Lopez-Varelaetal. (2002).

IHS = poids du foie (g) / pcds de I'animal (g)x100

IV.5 Calcul de la prise de poid

Les rats sont pesés au debut et a la fin de I'exeétatior ; les rats qui doivent ét
sacrifiés sont pesés avant sacrifice pour caldaldifférence de poids entre le début et la

de I'expérimentation.

IV.6 Dosages des paramétres biologiqL: Dosages biochimique# vitro

Certains enzymes sonlibérées normaleméndans le sang a partir des cellt
cardiaques et hépatiques a de faibles taux. Tas, 'augmentation anormale de leur nive
peut étre un indicateur fiable de lésions ou dfatiéns cardiaques et/ou hépatic.
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IV.6.1 Dosage des transaminases (ASAT, ALAT)

IV.6.1.1 Alanine aminotransférase (L -alanine : 2 -oxoglutate
aminotransférase, EC 2.6.1.2, ALAT)

Cette enzyme est souvent déterminée dans les tabbesacliniques. L’ALAT est
principalement localisée dans le foie et avec demitités moindres dans les reins, les
muscles squelettiques et cardiaques. Sa prédoneindaucs le foie et sa localisation
dans le cytoplasme compte pour sa spécificitérgaport au diagnostic des troubles
hépatiques.

L'enzyme est normalement présente dans le sérunaihufou le plasma), sa
concentration augmente dans les cas de blessurstiques. Lors de la phase
symptomatique de courte durée de I'hnépatite virBlBLAT est la premiére enzyme
dont la concentration augmente dans le plasma. Déépatite chronique, la
concentration sériqgue de I'ALAT augmente et estétée avec la progression de la
maladie, la concentration est dans ce cas infériaupar rapport a une hépatite aigué.
L’ALAT peut étre élevée chez les personnes alcoeldles personnes atteintes de
cirrhose biliaire primitive et dans les cas de m&a non - hépato-biliaires, par
exemple, infection mononucléose et parasitosesLAA est également tres souvent
déterminée avec I'Aspartate aminotransférase péueler les effets toxiques des
médicaments sur le foie dans les essais cliniquesa@l au cours de la thérapie

médicamenteuse.

* Principe

Le principe du dosage de I'ALAT est basé sur ledgination de la cinétique de

I'activité de I'enzyme Alanine amino transférase.

La réaction est initiée par addition de I'échaatildu sérum sanguin au réactif. Le

schéma réactionnel est le suivant :

GPT

v

2-oxoglutarate + L-Alanine Glutamate +Pyruate

LDH

Pyruvate + NADH+ H* Lactate +NAD"

v

Le taux de diminution de la concentration en NAD#t directement proportionnel

a I'activité alanine transférase dans I'échantillon
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L’analyse a été realisée suivant les instructiomsidl réactionnel GPT-ALAT ;
méthode cinétiqgue (IFCC) sans phosphate de pyridés@arnies par le laboratoire
Biomaghreb.

L’absorbance est lue a 340nm et a une températu?d dcC.
Le calcul du taux d’ALAT se fait a 340nm selon Ke&dion suivante :

ADO/min * 1750 =Ul/I
Remargue: 1750 est le facteur de conversion, il est spgwifia chaque kit de dosage

d’enzyme.

IV.6.1.2 L’Aspartate aminotransférase (ASAT ou SGOT)

Aspartate aminotransférase (AST), anciennement l@pgérum glutamate-
oxaloacétate transaminase (SGOT), I'enzyme est hosphate de pyridoxal (PLP)
dépendant, que catalyse la conversion de l'aspamratde b-cétoglutarate en

oxaloacétate et glutamate.

Au méme titre que I'’Alanine aminotransférase (ALATASAT est dans le sang,

et estc ouramment utilisée en tant que marquela fection hépatique.

Cependant, I'ASAT a une distribution tissulaire splarge que I'ALAT et les
perturbations dans les niveaux d'ASAT peuvent sslipre comme réponses a des
maladies ou a des blessures dans de nombreux tssusnpris squelettiques et

cardiaques.

* Principe

Le principe du dosage de 'ASAT est basé sur lard@nhation de la cinétique de
I'activité de 'enzyme Aspartate amino transférase.

La réaction est initiée par addition de I'échaatildu sérum sanguin au réactif. Le
schéma réactionnel est le suivant :

GOT
2-Oxoglutarate + L-Aspartate » Glutamate + Qaloacetate

MDH
Oxaloacetate + NADH+ H » Malate +NAD"
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Cette enzyme catalyse le transfert du groupemeimeane I'aspartate surof

cétoglutarate pour former une molécule d’oxaloaeétade glutamate.

En présence de NADH et de malate déshydrogénaseHjMDxaloacétate est
réduit en L-malate. Au cours de cette réactiomJA®H est oxydé en NAD. La vitesse

de diminution de I'absorbance est lue a 340nmuweteatempérature de 25 °C.

L’'analyse a été réalisée suivant les instructiomitl réactionnel GOT-ASAT ;
méthode cinétique (IFCC) sans phosphate de pyriddaarnies par le laboratoire

Biomaghreb.
Le calcul du taux d’ASAT se fait selon I'équatian\sante :

ADO/min * 1750 =Ul/I

IV.6.2 La phosphatase alcaline (PAL)

La phosphatase alcaline (ou PAL) (EC3.1.3.1) estanzyme qui catalyse I'hydrolyse
d'une liaison ester monophosphate pour donner un phosphate et un groupement
hydroxyle libre. Les phosphatases alcalines ont smécificité de substrat faible et sont
capables de retirer des groupements phosphates od#breuses molécules, comme
des nucléotides, des protéines ou autres. Ce pusest appelé déephosphorylation. Comme
son nom l'indique, la phosphatase alcaline a utiéitéglus importante en milieu alcalin (pH
> 7).

La PAL est présente chez de nombreux organismebaig€ries a 'homme, c'est aussi

une enzyme fréquemment utilisée dans le domaire keherche.
* Principe

Le principe d’analyse est basé sur la méthode atdise du test colorimétriq€ietz,
1983. En présence dionsMiet Zn™", le p-nitrophénylphosphate est scindé par les
phosphatases alcalines en phosphate et p-nitropd&oa la réaction suivante :

ALP
P-Nitrophénylphosphate + HO ——» Phosphate +P-Nitrophénol
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by

La concentration en P-nitrophénol libéré est prboponelle a lactivité de la
phosphatase alcaline. Elle est mesurée par l'augti@m de I'absorbance a 409nm et en
utilisant un facteur de conversion.

ADO/min * 1750 =Ul/I

I\V.6.3 Dosage de la bilirubine

La bilirubine est un pigment présent dans la hila elus faible concentration dans le
sang. On distingue deux fractions de la bilirubiree bilirubine libre (totale) et la bilirubine

directe (conjuguée) c’est-a-dire transformée péoiks avant d’étre éliminée dans les urines.
* Principe

L’acide sulfanilique réagit avec le nitrite de sadi pour donner de I'acide sulfanilique
diazoté. En présence de diméthyl sulfoxide (DMSKA)bilirubine totale se couple avec
I'acide sulfanilique diazoté pour donner I'azohiliine. Le dosage de la bilirubine directe se
fait en 'absence de DMSO.

DMSO

Acide sulfaniligue +NaNO, ———— Acide sulfanilique diazoté
Bilirubine + Acide sulfanilique diazot¢ ——» Azobilirubine

L’'absorbance est lue a 555nm a une températur@ e 3

Le calcul se fait comme suit :

B.T ou B.D _Abs (A)échlantillon
Abs (A)étalon

*(conc.étalon)
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CHAPITRE II: RESULTATS ET DISCUSSION

Artemisia campestrisest une plante médicinale de la famille des As&&ac
(composées), elle est utilisée dans la médecirthtitnanelle pour traiter de nombreuses
maladies tels que les troubles digestifs, inflanumes ...etc.

De nombreuses études phytochimiques de cette espuceévélé la présence de
polyphénols, flavonoides, tanins et des huilesrdgsles; ce qui confére a cette plante une

multitude de propriétés biologiqueskfout etal., 2011).

|. RENDEMENT D'’EXTRACTION D’ Artemisia Campestris

La préparation des extraits a partir des feuilldgtdmisia campestria été effectuée
par des solvants a polarité différente, il s’agit’dlcool éthylique et de I'eau.Cette extraction
a permis d’obtenir deux extraits bruts: I'extraguaux et I'extrait éthanolique exprimés en
pourcentage de masse d'extrait par rapport a lssends la plante fraiche. Les extraits
obtenus sont de couleur et d’aspect différents.

Le tableau 8 donne le rendement en extraits éthanolique et wque

d’Artemisiacampestrisexprimé en pourcentage (g extrait / 100g matiégetale).

Tableau n° 08:Rendement d'extraction en %.

Artemisia campestris Rendement (%)
Extrait aqueux 12.08
Extrait éthanolique 14.9

On remarque que le rendement en extrait éthanoli{@4e9g /100g de MV)est
légérement supérieur a celui en extrait aqu@2x08g /100g de MV)ceci est di au fait que
I'éthanol est meilleur extracteur que I'eau pous OmMposants actifs des plantes carr il
favorise leur disponibilité et donc leur extractibest a noter que le rendement en extraits

peut varier, au sein de la méme espece, en fondédorigine, de la période de récolte de la
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plante et de la méthode d’extraction et des camhtid’extraction sous lesquelles cette

derniere a été effectuée.

Il est important de souligner que la méthode étdifle choix des solvants) ainsi que les
conditions dans lesquelles I'extraction est efféet(a chaud ou a froid) affectent tout le
contenu en phénols et en flavonoides, et par qoesé influe sur les activités

biologiquesdues aux métabolité®é etal., 2003)(Tableau 9.

Tableau n° 09:Rendement en extrait éthanolique de deux échamgiidrtemisia

campestris
Espéces Provenance Rendement (%)
Artemisia campestris Tamanrassét) 14.9
Artemisia campestris M'sila @ 0.49

WEchantillon étudié'® Boudjouref (2011).

D’apres letableau n°09 il apparait que le rendement d’extraction obtarpartir de
I'échantillon étudié est supérieur a celui obtemaéir de la méme espece en provenance de
la région de M’sila ; ceci pourrait étre di aux dibions météorologiques, a la nature du sol

ou bien aux conditions et aux méthodes d’extraction

[l.  ETUDE PHYTOCHIMIQUE

[1.1 Teneur en eau

Les végétaux sont trées riches en eau. Les pldrgiehes en renferment 60 a 80 %.
Pour assurer une bonne conservation, la teneuwaedadt étre inférieure ou égale a 10 %. Le
procédé utilisé pour déterminer la teneur en eas f@eilles séches est la méthode
gravimétrique qui consiste en la déterminationadpdrte de masse par dessiccation a I'étuve
a 130°C. Leableau n°10représente la teneur en eau retrouvée au niveaieddles séchées

de I'armoise.
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Tableau n° 10Teneur en eau de I'armoise rouge.

Plante Teneur en eau

Artemisia campestris 10.05

Le taux d’humidité est estimé a 10%, ce qui signifue la plante peut étre conservée

dans cet état pour une utilisation ultérieure.

[1.2 Teneur en cendres

La teneur en cendresAttemisia campestriest donnée dans fableau n° 11.

Tableau n° 11Teneur en cendres de I'armoise rouge.

Plante Teneur en cendre %

Artemisia campestris 5.12

La teneur en cendres Aftemisa campestrisest estimée &.126.Dans le méme
contexte,Bekkouche et Benachour 012 ont déterminé la teneur en cendres de I'espéece
Myrtus nivelli appartenant a la famille des Myrtacées récoltééedgmt dans la région de
Tamanrasset, ou elles ont enregistré une tene6r&d®. Donc, la teneur en cendres varie
d’'une espece a une autre, cette différence de testulue a la composition minérale de la

plante.

Les travaux dAkrout etal.(2011), réalisés sur I'espedetemisia campestrigriginaire
de Tunisie, ont noté une prédominance du sodi8fh5 + 6.0mg/l et du potassium416 +

22 mg/l dans la composition minérale de la plante.

Les connaissances concernant la composition menéleé especes des zones arides
restent « fragmentaires », la différence pourraié¢ éue aux conditions de croissance, aux
facteurs génétiques, aux variations géographiquiesue méthodes d’analyséKrout et
al.,2011).
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[I.3 Teneur en phénols totaux

La teneur en composés phénoliques des extraithddityae et agueuwd’Artemisia
campestrisa été déterminée par extrapolation a partir deolabe d’étalonnage de l'acide
gallique €igure n° 30). Les résultats sont exprimés en milligrammes\é&jent acide gallique

par gramme d’extrait.

Abs

2 - y = 0,0107x + 0,006
R2 = 0,9999

¢ Abs

——Linéaire (Abs)

Absorbance a 700nm
=

0 50 100 150 200 250

Concentration (ug/mL)

Figure n° 30Courbe d’étalonnage de I'acide gallique.

La quantité des composés phénoliques des extraies plantes étudiées dépend
essentiellement: de leur origine, de la méthodgtrietion utilisée, de la nature du solvant et

du matériel végétaEpbrahimzadeh etal.,2008).

D’apres lafigure n°31, il apparait clairement que la teneur en polyplsnest
nettement plus importante dans I'extrait éthanaique dans I'extrait aqueux et ceci est da

au fait que I'éthanol est meilleur extracteur desposés phénolique que 'eau.
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Teneur en phénols totaux

(ng eq. AG /g d'extrait)

250

200 —

205,35
150 ——
100
81,25
50 +
0 A |
EA EE

Figure n° 31: Teneur en phénols totaux des extraits aque
éthanolique dArtemisia campestris.

Les tableaux 12 et 13 résument les teneurs en phénols totaux des exaaqitux,
éthanoliqueet méthanoliquede quelques travaux effectués sur les especestapaatr at
genreArtemisiaoriginaires de pays différen

Tableau n° 12:Teneur en phénols totaux de I'extrait aqueux déoyes espéced’armoise.

Extrait aqueux Teneur en phénols totaux (mg §.AG/g d’extrait)
Artemisia campestr{g 81.25
Artemisia campestri¢ 306.7
Artemisia absinthium L& 6.15

@) Echantillon étudié® Tunisie : Akrout etal.(2011) )Chine :Amat etal.(2010).
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Tableau n° 13:Teneur en phénols totaux de I'extrait éthanoliquaéthanolique de
guelques espéces d’armoise.

Extrait éthanolique Teneur en phénols totaux (mg eq.AG*/g d’extrait)

Artemisia campestrid 205.35

Artemisia absinthium L? 278.5

Artemisia annua L% 384.1

Artemisia campestri& 201.4

Artemisia persic& 407

Artemisia arborescer{3 100.8

Artemisia herba-alb’ 123.95

“mg Eq.AG : milligramme equivalent acide gallique.
WEchantillon étudié

@ Tunisie :Riahi etal.(2013)

® Brésil :Gouveiaetal. (2013)

@O Tyurquie :Bayakan Erel etal.( 2010)

®) pakistan Rashidi etal.(2010)

(Tunisie: Khlifi etal.(2013)

On remarqgue que la teneur en phénols totaux dariee espece a une autre au sein du
méme genre, et au sein de I'espéce elle-méme.Gegiligue par la nature du solvant
utilisé ou on note une différence entre I'extractioar I'alcool éthylique (échantillon
étudié, Artemisia herba-helba, Artemisia campestris et Artisia arborescens)et
'extraction par l'alcool méthylique Arthemisia absinthium ,Artemisia annua L.,

Artemisia persica

Par ailleurs, la teneur en phénols totaux varisiaedon I'origine de la plante ; la
plantes qui est exposée a un bon ensoleillemerthaffune bonne concentration en
polyphénols.Ceci revient au fait que des métamlitelque I'Artemesinine, sont

synthétisés durant la phase de la photosynthieaal ét Shakya 2013).
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1.4 Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits de plaritetiées est déterminée par la méth
colorimétrique en utilisant la courbe d’'étalonnadpenue par la quercétine (mg équiva

guercétine/g d’extrait) représee par lafigure n° 32

Abs

y=0,031x+ 0,007
R?=0,998

+ Abs

— Linéaire (Abs)

Absorbance 420nm
W

0] 50 100 150 200

Concentration (ug/mL)

Figure n° 32: Courbe d’étalonnage de la quercét

La figure n°33 et les tableauyn°14 et 15 et illustrent les différentes teneurs

flavonoides de quelques espéceArtemisia.

Teneur en flavonoides
(mg cq. quercitine /g d'extrait )
30
. 28,56
20
15
o 13,64
5
0 - |
EA EE
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Figure n° 33:Teneur en flavonoides des extraits aqueux et éliqaeo
d’Artemisia campestris.

Tableau n° 14Teneur en flavonoides de I'extrait aqueux de quedmspeces
d’Artemisia campestris.

Extrait aqueux Teneur en flavonoides (mg eq. quercétine /g d’exit)

Artemisia campestrid 13.64

Artemisia absinthium L? 0.16

BDEchantillon étudié,
@Chine :Amat etal .(2010).

Tableau n° 15 Teneur en flavonoides de I'extrait éthanoliqueydelques
especes d'armoise.

Extrait éthanolique Teneur en p,h.énols t(’)taux.
(mg eq. quercétine /g d’extrait)
Artemisia campestrig 28.56
Artemisia absinthium L? 16.4
Artemisia campestri& 93.86
Artemisia arborescerf8 71.41

@ Echantillon étudié
@ Tunisie :Riahi etal.(2013)
®) @ Turquie: Bayakan Erel etal. (2010).

La teneur en flavonoides varie en fonction dettaik étudié et de la partie de la plante
considérée.

Les flavonoides sont un groupe de composés polglihées synthétisés par la plante
avec des propriétés connues, incluant I'inhibitides radicaux libres, des enzymes
hydrolytiques et oxydatives, des actions anti mfl@atoires, réduction de la lipémie et de la
glucosémie et augmentant 'immunitée.

Ces composés interrompent la propagation de |laeftt 'autoxydation en contribuant

avec un atome hydrogéne des groupements hydrodgtepolyphénols ; avec la formation de
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radicaux libres relativement stes qui ne vont ni contribuer ni initier d’autresopessu
d’oxydation Riahi etal.,2013)

De leur coteKhlifi etal. (2013) rapportenque la composition en phénols tot et en
flavonoidesdes espéces appartenant a la famille des Astéraségtus ¢evée que celle des
autres familles.

[1l. EVALUATION DE L'ACTI VITE BIOLOGIQUE DES EXTRAITS D'A rtemisia
Campestris.

[11.1 Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPP

L’activité antioxydante des extraits éthanoliquagiieux cArtemisia campestr vis-a-
vis du radical DPPH a été évaluée a l'aide d’urcspphotometre en suivant la réduction
ce radical qui s’accompagne par son passage arileur violette (DPPHe) a la couleur jau
(DPPHH) mesurable & 517nm. Cette capacité de réductibde¢erminée par une diminutic
de I'absorbance induite par des substance-radicalairedMajhenic etal.,(2007).

La figure 34 illustre la capacité antioxydante des deux extigtiisliés contre le radic

DPPH comparés a cellbun antioxydant de synthe le BHT.

% m Extrait éthanolique

W EBHT

Extrait agueux

2 5 10 20 50 100 200

Concentrations {mg/ml)

Figure n° 34:Activité de piégeage du radical libore DPPH desatd
d’Artemisia campestr comparée a celle du BHT.

D’aprés cette figure, I'extrait éthanolique posséde activité de piégeage du radi
DPPH plus importante que celle de I'antioxydantsgathése le BHT, alors que I'extr

agueux a enregistré I'activité la plus faipar rapport aux deux autres.
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Dans lafigure 35, il apparait que I'extrait aqueux av191.68mg/l et le BHT avec
27.8 mg/lpossedent lesoncentratios inhibitricesde 50% du radical libre DPPles plus
faiblespar rapport a celle de I'extrait éthanolic

mag/m|
IC50 ™9
250
200 191,68
150
100 -

27,8
50
9,97

. o .

EA EE BHT

Figure n° 35:Concentrations pour 50% d’inhibition des radicabxes
de I'extrait éthanoligt, del’extrait aqueux de I'armoise rou et du
BHT.

La valeur de I'IC50 est négativement reliée a Ramt antioxydante, une valeur i
I'IC50 basse indigue une activité antioxydante élevéeébhdntillon testé Akrout et al.,
2011).

On peut dire que l'extrait éthanolique possede will@ur pouvoir antioxydant gt

I'extrait aqueux.

Le radical DPPH est stable et libre, il est comnmugét utili<€€ comme substrat po
évaluer l'activité antioxydante des extraits denpa. Les antioxydants peuvent réduire
radical DPPH en lui conférant un hydrogene ce éduit 'absorption du DPPH a 517nm.
concentration de I'’échantillon a laquelle le pentage d’inhibition est a 50%, ce pourcent
est défini comme I'IC50.

Dans son travail sur la composition, l'activité iarydante et anti inflammatoil
d’Artemisia herba-albaKhlifi etal. (2013) a enregistré unaleur de I'IC5(, sur 'extrait

éthanolique, d20.64mg/Iqui est supérieure a celle I'échantillon étudiésoil 9.97mg/I.
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Il a été signalé que l'activité antiradicalaire festement influencée par la composition
phénoligue de I'échantillofChung et al., 2002).Cependant, des études approfondies doivent
étre performées pour isoler et identifier les défés composés actifs des extraits de plantes
( Bayakan Erel etal.,2010).

La composition en polyphénols est associée a Videtantioxydante de la plante et des
extraits, ce qui est di a leur pouvoir réducteas, autorisant a agir comme des agents
réducteurs donneurs d’hydrogéne, d’'oxygene singileie radical hydroxyl, désactivateurs
et chélateurs de métauXifn etal., 2003 Akrout etal.,2011 ;Yang etal.,2013).

Par ailleursSuhartono etal. (2012),Riahi etal.(2013) affirment qu'une teneur élevée
en phénols totaux et en flavonoides des espécdsbtmna une activité antioxydante et
antiradicalaire ; ces auteurs ont enregistré umeglation significative entre la teneur en
phénols totaux et en flavonoides des extraitsaetiVité antioxydante estimée par le radical
DPPH.

[1l.2 Mesure du pouvoir réducteur

La figure n°36 illustre le pouvoir réducteur des extraits éthana et aqueux
d’Artemisia campestriscomparé a un antioxydant de référence qui est laylB
HydroxyToluéne (BHT).
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Absorbance?
a 700nm

1
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0,7
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Figure n°® 36: Pouvoir réducteur des différents extraitArtemisia campestri:
et du BHT

On remarque que le pouvoir réducteur du BHT estist@n pour les concentratio
comprises entre deud/ml et 10 ug/ml, celui de I'extrait aqueux esgalement quasi
inexistant tandis que celui de I'extrait éthanoiqest déja déterminé a la concentration «
ug/ml. Cependanty partir dela concentration d0 ug/ml, on remarque que le BHT péde
le pouvoir antioxydant le plus élevé par rappom extraits

La figure 36 montre clairement qu’a partir de la concentrade50 ug/ml, la capacé
réductrice du BHT dépasse légerement celle derdigxéthanoque et de loin celle ¢

I'extrait aqueux.

Selon Amarowics et al.(2004), le systéme FegKsFe(CN)} permet la déterminatic
« semi-quantitative des concentrations des polyphénols qui partitipenla réactior
d’oxydoréduction (F& + € — Fe*).

Onobserve une corrélation entre la capacité rédecthis extraits avec leurs teneurs

flavonoides et en phénols tote

Le pouvoir réducteur est probablement di a la pesele groupemes hydroxyles
dans les composés phénoliques qui peuvent servitme donneurs d’électrons. F
conséguent, les antioxydants sont considérés codemeaéducteurs des inactivateurs de
oxydants §iddhuraju et Becker, 2007).
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CependantGoncalveset al. (2013), dans I'étude de la relation entre la tensu
composés phénoliques et l'activité antioxydante odasions de plantes médicinales
méditerranéennes, indiquent que tous les extgiieux des différentes plantes étudiées se
comportent comme des donneurs d’électrons avecaatingté croissante de maniere dose-
dépendante. Les extraits aqueux les plus puissantsceux ddPistacia lentiscussuivis par

Citrus albidus Lavanda viridisetMyrtus communis

V. EXPERIMENTATION ANIMALE

IV.1 Dosages des paramétres biologiques.

L’étude expérimentale a été réalisée sur des ratiesmde la souche WISTAR,
albinos, dont le poids varie entre 150 et 250 gal@imaux sont répartis de facon aléatoire
, en début d’expérimentation, en 4 lots de 6chtgun, on a procédé a une prise de poids
au début de I'expérimentation et avant chaque feari

Le poids initial, le poids final et la prise de goides rats des rats des quatre lots
expérimentaux sont rapportés par le tabtE&u

Tableau n° 16:Moyennes du gain de poids des rats.

Lots Poids initial (g) Poids final (g) Gain de poid % Gain
Lot témoin 207,46 233,62 0.14 14
Lot 01 224.50 236.27 0.098 9.89
Lot 02 202.20 234.87 0.1134 11.34
Lot 03 229,75 250,90 0.11 11

Au début de I'expérimentation, les rats avaientpoids qui varie entr@50 et 250 gr.
Le poids moyen des rats pour chaque lot 887.46 gpour le lot tétmoin224.50gpour le lot
1,202.20gpour le lot 02 eR29.75gpour le lot 03. A cet age, les rats ont subit croéssance
considérable.Notons qu’on a enregistré un pourgendi2 gain de poids qui est relativement
identique pour chaque lot.

Apres chaque sacrifice, on a préleveé les organesalg, lavé avec une solution de KCI
et pesés, afin de déterminer L'indice hépatosomatiqui renseigne sur une éventuelle

toxicité. La moyenne des résultats obtenus estmésudans léableau 17.
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Tableau n° 17:Moyenne des poids des organes des rats.

Lots Poids foie (g) Poids reins(g) Poids cceur(g IHS
Lot témoin 8,53 1,76 0,74 3.54
Lot 01 8.69 1.60 0.80 3.21
Lot 02 10.46 2.13 0.84 4.47
Lot 03 9.96 1.79 0.90 3.74

L’indice - hépato somatique (IHS) est calculé subase du poids du foie. Les indices
hépato-somatiques du lot témoin et du lot 1 difiéde ceux des lot 02 et 03 ; ceci s’explique
par le fait que les deux premiers lots n’ont pasifa dose de 2ml/ kg de poids corporel de

CCl, tandis que les lots 2 et 03 ont regu la dose de &@nt le sacrifice.

La dose de CGladministrée serait responsable de cette différefets. En effet, en
réponse a cette attaque les hépatocytes augmetdetaille en s’enrichissant de vacuoles

(Sanchez-Munizetal., 1998 ;Bitam,2005)comme suit :

La distribution du tétrachlorure de carbone dépdada voie d’administration, de sa
concentration et de la durée de I'exposition. Aseade sa solubilité et de sa lipophilicité, il
s’accumule dans les tissus riches en graisse cotlamedipocytes et le foie. Lors de
'administration du tétrachlorure de carbone, cende subit une métabolisation et une
bioactivation, le radical trichlorométhyl initiecas la peroxydation lipidique.

La peroxydation lipidique provoque des altératioimsportantes au niveau des
membranes cellulaires modifiant ainsi le métalboéisnormal des hépatocytes ; ce qui crée
un déséquilibre entre les triglycérides synthétisles hépatocytes et leur évacuation dans
le sang. Cette derniere se fait sous forme de V{\dry Low Density Lipoprotein) qui sont
une association de triglycérides et de protéinassporteuses. On observera alors une
accumulation des triglycérides dans les vacuolestioéytaires qui augmentent alors de taille
(Yefsah-ldres 2007). Cette peroxydation lipidique peut étre idide en ajoutant une

guantité nécessaire d’'antioxydan®aéhid etal.,2010).
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IV.2 Dosage des activités enzymatiques des transaminadess le sérum sanguin de:
rats

Les activités enzymatiques de I'Aspartate aminafierase mesurées au niveau

sérumssanguins des quatre lots expérimentawillustrées dans leigure 37.

ASAT (UI/T)
600

500

400

B lersacrifice

300

B 2¢ sacrifice

200 - 3e sacrifice

100 -

0 4

Lot témoin Lot 01 Lot 02 Lot 03

Figure n° 37:Dosage de I'’Aspartate Aminotransférase sé.

A partir de la figure cdessus, on remarque que les sérums sanguins @2 $oint ceu:
qui ont enregistré I'élévation la plus importan IRSAT (Ul/l) ; rappelons que le lot C
correspond aux rats ayant recu une dose de pagféndant 1Courset une dose orale (
2ml/kg de poids corporel de (4, 24H avant sacrificdes concentrations en ASAT varie
entre335.88et 501 Ul/l et s’illustrent, ains, commeles concentrations les plus importar
de I'essai. En seconde position , on retrouve éegnss du lot témoin qui ont recue dose
guotidienne de paraffine, ilont enregistré des concentrations allant299.01 a 314.58
UI/l.LEn 3éme position airrent les sérums du lot 01 qui a recu un traitenectusif a bas
d’extrait agueux dArtemisia campestr pendant toute la durée de I'expérimentation,
des concentrations en ASAT variant262.16a290.72Ul/l. Et en derniére position arrive
ceuxdu lot 03 qui ont recu une dose orale et quoticeediim| d’'EA et une dose orale
2ml/kg de poids corporel deéClavant sacrifice avec des concentrations168.5a 179.34

Ul/l soit deux a trois fois moins importantes qedles enregistrées pour let 02.

Les activités enzymatiques de 'ALAT mesurées areail du sérum sanguin des 1

sont reportées dansfigure 38.
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ALAT (UI'T)

400
350
300
250 +— m ler sacrifice
200 +— —_— [S— H 2e sacrifice
150 +— —_— S L i 3e sacrifice
100 — e L1 L

50 +— e S L1 I L

0 - T T T 1

Lot témoin Lot 01 Lot 02 Lot 03

Figure n° 38:Dosage de I'Alanine Aminotransférase dans le sé&anguin des ra

A la lumiére de cesésultats, il apparait que les taux de 'ALAT s@hiis important:
chez les rats du lot 02 comps a ceux du lot 03. Les valeurs de 'ALAT, des premi
varient, pour les trois sacrifices, 314.57a335.88Ul/l soit 3 fois plus élevées que celles
secondes, qui varient d&20.3t a 162.45 Ul/l.Les résultats des transaminases obt
concordent avec ceux enregistrés PJanbaz et Gilani (1995) pour l'extrait aqueu
d’Artemisia maritimaSreelathaet al.(2009) pour I'extrait aqueux dQoriandrum sativun et
Ashoushet al.(2013) pour I'écorce de grenadines.L’élévation du tauxgsér de 'ASAT el
de 'ALAT a été attribuée aux dommages structurduxfoie.Ces enzymes étant class
comme des enzymes intracellulaires sont relach&es ld circulation a cse des dommages

hépatocytaires ou des nécroses stDomitrovic etal.,2009).
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Le rapport ASAT/ALAT (figure n°39) est utile pour déterminer les causdes

dommages hépatiquesn distinguetrois possibilités :

ASAT/ALAT
1,6

1,4

1,2

1 -
B 1l er sacrifice
0,8 -
B 2e sacrifice
0,6 - _
0 3e sacrifice
0,4 -

0,2 -

0 -
Lot témoin Lot 01 Lot 02 Lot03

Figure n° 39:Le rapporlASAT/ALAT des sérums sanguins des |

ASAT/ALAT > 2 : Carcinome hépatocellulaire
1< ASAT/ALAT > 2: Cirrhose ;
ASAT/ALAT< 1 : hépatite virale.

Le rapport ASAT/ALAT pour les 4 lots étudiés estrqwis entre 1 et 2, donc dans
cas de cette étuden peut dire qu'il s’agit d'une cirrhose. Cepengdaucun symptéme ¢
cirrhose n’a été observé a I'ceil nu au niveau désrdnts foies prélevé

Lors de ce travail, nous avons évalué I'effet @xtrait aqueux contre une attaque

foie par un agent chimique.

D’apres la littératurele foie apparait comme étant, grace a sa fonatiétabolique

unigue, la cible privilégiée des agents toxiq

Dans la présente étude, la teneurtransaminases dans le sérum sanguin des
intoxiqués par le CGl(lot 02) et n'ayant pas recu la dose préventivd'aldrait aqueu»
d’Artemisia campestrigst plus élevée que celle des rats ayant recu pirddfine et I'extrai
aqueuxd’A campestriglot témoin et lot 01) d'ue part, et &elle du lot 03 aya regu une
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dose préventive pendant 10 jours avant sacrifiextiiit aqueux dirtemisia campestris,
d’autre part. Par ce fait, et pour le lot 3, ontmiggérer que I'extrait aqueu}dd campestris
exerce son activité antioxydante / inhibitrice ddicaux libres en prévenant la formation des

radicaux libres carbonatés (§@yant comme originele métabolisme du £ClI

D’un autre coté, la teneur en transaminases dutéimioin, ayant recu des doses
quotidiennes d’huile de paraffine, est Iégerenseipérieure a celle du lot 01 ayant regu une
dose quotidienne d’extrait aquewddemisia campestrisCe fait pourrait étre da a I'huile de
paraffine elle-méme qui est constituée de molécdlbgdrocarbures pouvant contenir un

nombre important d’atomes de carbone.

S’il est vrai que l'huile de paraffine n’a aucuaetion irritante, n’apporte aucune
calorie et constitue un lubrifiant facilitant leisit intestinal,son utilisation est discutable car
on ignore précisément comment |'organisme en djétenination.Pire, au niveau de la
mugueuse intestinale, I'huile de paraffine se démmais la forme d’un film qui en perturbe la
perméabilite. Un grand nombre de nutriments ne @euvalors plus étre veéhiculés
correctement par le sang jusqu'aux cellules ; ifagation de nutriments est fortement

diminuée.

L’ingestion d’huile de paraffine en trop grande wit@ peut donc entrainer une
dévitalisation et une malnutrition... sans compteg tpurecherche médicale en étudie encore

le risque cancérigéne.

IV.3 Dosage des activités enzymatiques de la phosphatasealine

Les valeurs de la phosphatase alcaline varied88e82 Ul/lIpour le lot 03 ayant recu la
dose préventive de I'extrait aqueux de I'armoise08.12 Ul/I pour le lot 02 et d499 Ul/I
pour le lot 01 216.12Ul/l pour le lot témoinfigure n° 40).
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Teneur en
PAL (ULT)
600

500

400

300 . H®lersacrifice

M 2e sacrifice
200

100 - J—
0 S— — R

- 3e sacrifice

Lot témoin Lot 01 Lot02 Lot03

Figure n° 40:.Dosage de la Phosphatase alcaline dans le sérguiis
des rats.

La phosphatase alcaline, qui est un marqueur dexiaité, exprime une éventuel
défaillance biliaire. @mme I'ampleur de la toxicité par le (4 est en relation avec la dc

ingérée, il semblerait que 2ml/kg de poids corpeorekt pas trés toxique pr que cette

enzyme en soit affectéBrensilver etKaplan .1975).

La PAL est retrouvée principalement dansfoie, les leucocytes, les reins, I'os et

placenta.

La PAL dosée au niveau du sérum augmente dansartene mesure dans la plup
des dommges hépatiquesAruna et al., 2002). Les acides biliaires expliquent ce
augmentation car ils induisent la synthése de |l& BA exercant un effet détersif sur

membrane canaliculaire permettant la fuite de |& Bans le sérur
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IV.4 Dosage des activite enzymatiques de la bilirubine totale et direct

Les concentrations en bilirubine mesurées au niwdEl serums sanguins des

expérimentaux sont illustrées dans les figd1let42.

Concentration

(ULT)

8

7

6 B ler sacrifice
5 m 2e sacrifice
4 3e sacrifice
3

2 | - | L
A0

0 . . |

Lot Témoin Lot 01 Lot 02 Lot 03

Figure n°41:Dosage de la bilirubindirecte dans le sérum sanguin
rats.

Concentration
(ULT)

5

4.5

3.5 ———————  ®lersacrifice

3 m 2e sacrifice

3e sacrifice

Lot Témoin Lot 01 Lot 02 Lot 03

Figure n° 42: Dosage de la bilirubine totale dans le sérum sandes
rats.
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Les valeurs de la bilirubine totale varient dd9 Ul/I pour le lot 01 traité par I'extrait
aqueux dA. campestrisa4.53 Ul/l pour le lot 02 qui a recu une dose quotidieme 1ml de
paraffine et une dose orale de 2ml/kg de poidsaretple CCJ, 24h avant sacrifice, soit une
dose 4 fois plus importante que la précédente. Quémnbilirubine directe, les concentrations
sont plus élevées que celles de la bilirubine ¢otal varient d@.13pour le lot 01 &6.81Ul/I
pour le lot02.

On remarque que la bilirubine directe est pluyédeque la bilirubine totale. De
plus, la bilirubine est conjuguée, normalement, Iparhépatocyte, mais dans le cas de cette

étude, on note, a priori, qu’il ya obstacle a seerétion biliaire sous forme de glucoronide.

Cette accumulation de bilirubine directe peut &oasidérée comme le signe d’'un
désordre hépatobiliaire que l'on peut expliquer pailtération des mécanismes de

biotransformation résultant des métabolites praduetr le CCJ ou par une hémolyse.

Le degré d’augmentation de la bilirubine totaleletla bilirubine directe représente un
indicateur peu sensible de la maladie hépatiques haionne une idée du fonctionnement
global du foie Yefsah-ldres,2007 ;Han etal., 2013).

Dans le foie, le CGlforme le trichloromethy-peroxy, un radical libradtement réactif
qui joue un rdle important dans les pathologietagirogression des maladies du foie : les
antioxydants naturels ont été proposés comme dagsathérapeutiques prévenant le stress
oxydant lié aux pathologies hépatiques.

Tous les radicaux libres peuvent se lier aux mdéscaellulaires (ex : acide nucléique,
protéines, lipides et carbohydrates) induisantialas dommages au niveau de la membrane
du foie, des cellules et des organites causanhée®ses des hépatocytes ; ce qui ameéne a
une libération des enzymes cytosolique telles qU&SAT, I'ALAT et la PAL dans la

circulation sanguine.

En conclusion , les résultats de cette étude maindpge I'administration du Cgkause
de séveres dommages hépatiques chez les rats, léspar une remarquable élévation du
taux sérique de I'ASAT, L’ALAT, la PAL et la bilifoine chez les rats intoxiqués par le £CI
compareés a ceux ayant été intoxiqués mais quieguot, lau préalable, une dose quotidienne de
'extrait aqueux dA.campestris.Les antioxydants naturels n’agissent pas seulecmnime

des donateurs d’hydrogéne, ils exercent égalenreaffat modulateur dans la cellule.
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CONCLUSION

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatigienédicinales posséde des
propriétés biologiques trés importantes qui trotind nombreuses applications dans divers
domaines a savoir : médecine, pharmacie, cosméokigagriculture. Ce regain d’intérét
vient, d’'une part, du fait que les plantes médieimaeprésentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part, les effet®ndaires induits par les médicaments qui

inquietent les utilisateurs qui se retournent w&as soins moins agressifs pour I'organisme.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorsatle la flore algérienne, il a porté sur
une plante du Sahara algérien appartenant a lidades AstéracéesAretmisia campestris.

L’objectif principal de cette étude était d’extegide caractériser les composés actifs de
la plante et d’en étudier le pouvoir antioxydanvitro,d’une part, et rechercher un éventuel
potentiel protecteur de I'extrait aqueux contresieess oxydant induit par l'injection orale
d’'un agent chimique qui est le G@hez des rats WISTAR vivo, d’autre part.

» Les principaux résultats obtenus sont :

< L'extraction de la partie aérienne de la planteranps d'obtenir des rendements
qui different en fonction des solvants utilisés, anenregistré des valeurs de

12.08% et 14.9% en extrait aqueux et éthanolique, respectivement.

< La teneur de l'extrait aqueux et de I'extrait éthieque en composeés
phénoliqgues et flavonoides est conséquente. Ellede 81.25 mg eq AG/g
d’extrait et de205.35 mg eq AG/g d’extraitrespectivement, pour les polyphénols
et de 13.64 mg eq quercétine/g d’extraitet de 28.56 mg eq quercitrine/ g

d’extrait, respectivement, pour les flavonoides.

< L'activité antioxydante des difféerents extraitsAdemisia campestrisa été
évaluée par 2 testa vitro différents : I'inhibition du radical DPPH et le ypeoir

réducteur.

< Les résultats du test de piégeage du radical DP&#dlent une capacité

inhibitrice élevée de I'extrait éthanolique pgppart a celle du BHT.
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< Les valeurs de I'IC50 sont d®1.68 mg/lpour I'extrait aqueux27.8mg/lpour
le BHT et de9.97mg/l pour I'extrait éthanolique, le classant ainsi eenpiere

position.

< Les résultats du test du pouvoir réducteur indigupre le BHT posséde un

meilleur pouvoir réducteur que les deux extraitgétaux.

> Pour les résultats de I'expérimentatiarvivo :

< Les rats pesés au début et a la fin de I'expériatemt ont enregistré un gain

de poids presque identique pour les quatre lotéraxentaux.

< L'IHS des rats des lots 02 et 03, ayant recu weedrale de 2ml de C{Har
kg de poids corporel, est plus élevé que celuirdissdes lots témoin et 01 n'ayant

pas recu la dose de GCI

< Le dosage des marqueurs biochimigues des actigitégmatiques du bilan
hépatique (ASAT, ALAT, PAL et Bilirubines), chezsleats prétraités par I'extrait
agueux dArtemisia campestrigt intoxiqués par le Cgla montré une réduction de

ces derniers.

Les résultats de cette étude semblent suggérer'guiait agqueux dArtemisia
campestrisest en mesure d’'assurer un effet protecteur céedraffections hépatiques liées a
une toxicité induite par le Cglet ceci grace a sa composition en polyphénolenet

flavonoides responsables du potentiel antioxydarmette plante.

Ce travail peut étre considéré comme un point deadépour d’autres travaux de

recherches sur les effets bénéfiques des extf&ittemisia campestris.
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Comme perspectives de ce travail, on propose :

v' Adopter des techniques d’analyses plus poussésdlifférents extraits de plantes
pour une meilleure compréhension et déterminat®adcomposition chimique de la

plante ;

v Cibler les composés bioactifs les plus intéressaalt$ Artemesinine, les extraire et

étudier leur composition a part ;

v Des études récentes suggerent que la biodispdodililes antioxydants naturels dans
des mixtures complexes a base de plantes eseficace que dans les composés purs
et ceci dans la prévention des pathologies duesrass oxydatif grace aux interactions

particulaires et aux synergies de réactiéang etal.,2013).

v Analyser les enzymes hépatiques telles que la $Oflutathion et la catalase, ainsi

gue le cytochrome P450 ;

v’ Etablir des coupes histologiques afin de mieux uaral’'effet toxique du CGlet

I'effet protecteur de I'extrait aqueux de la plante
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Annexes

ANNEXES

Annexe n° 01:Activité de piégeage du radical libre des extrdifstemisia campestris
comparee a celle du BHT

Activité de piégeage du DPPH des extraitd' Artemisia campestrist du BHT
Concentrations ()
mg/l
T | e | S e [
2 29.32 3.29 4.41 1,21 ND
5 33.58 2.55 7.56 0.49 ND
10 44.40 2.05 11.68 0.92 31.4040.70
20 64.19 1.48 14.33 0.79 42.14+0.48
50 85.21 0.65 20.70 0.97 62.49+0.69
100 85.50 0.35 41.91 0.50 73.15+0.85
200 ND ND 57.01 ND ND

Annexe n° 02:Pouvoir réducteur des différents extraitdidémisia campestris compaaé!
pouvoir réducteur du BHT

Absorbancé' lue a 700 nm
Concentrations Extraits dArtemisia campestris
(ng/mi) Extrait Ecatype | Extrait E BHT
éthanoligue aqueux cartype
2 0.143 0.026 0 0 ND
5 0.175 0.058 0.02 0.0058 ND
10 0.194 0.050 | 0.021 0.046 ND
20 0.239 0.015 | 0.122 0.098 0,311+0.006
50 0.397 0.075 | 0.243 0.020 0,576+0.001
100 0.655 0.0218 | 0.435 0.020 0,863+0.011

&: valeurs en moyenne + écart-type
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Annexe n° 03:Dosage des activités enzymatiques des transamidass le sérum sanguin

des rats.
e n?;c/:mgi?qsues Sacrifice Lot Lot témoin Lot 01 Lot 02 Lot 03
1*" sacrifice 302.73 290.72 335.88 171.84
/?SG)T 2° sacrifice 314.58 281.11 455.9 168.5
3° sacrifice 299.01 262.16 501 179.34
1*" sacrifice 280 230.54 314.57 146.81
A(bﬁg 2° sacrifice 276.23 216.32 32535  120.3%
3° sacrifice 276 215.63 335.88 162.44
1*" sacrifice 1.21 1.26 1.06 1.17
ASAT/ALAT 2° sacrifice 1.13 1.29 141 1.40
3° sacrifice 1.08 1.21 1.49 1.10

Annexe n° 04:Dosage de la Phosphatase alcaline et de la biieuténs le sérum sanguin

des rats.
Activités Lot L.
enzymatiques | Sacrifice Lot témoin Lot 01 Lot 02 Lot 03
1°" sacrifice 218 208.36 403.32 154.3
PAL 2° sacrifice 222.59 199 500.12 142
(uin)
3° sacrifice 216.12 206.05 468 139.82
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Annexe n° 05 :Dosage de la bilirubine directe et de la bilirgbtotale dans le sérum sanguin

des rats.
Enzymes Lot Lot témoin Lot 01 Lot 02 Lot 03
y Sacrifice
1°" sacrifice 2.75 1.51 4.45 1.95
Bilirubines
Totale 2° sacrifice 2.79 1.49 453 1.98
(uin
3° sacrifice 2.98 1.52 4.44 1.86
1°" sacrifice 3.32 2.13 6.81 2.34
Bilirubines
Directe 2° sacrifice 3.36 2.14 6.51 2.39
(Ui
3% sacrifice 3.54 2.26 5.99 2.35
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