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RESUME

Paronychia argentea, connue sous le nom: Bssat EI-moulouk ou Kessaret Lahdjar, est utilisée
dans la médecine traditionnelle en Algérie pour le traitement des ulcéres gastriques et les maladies
abdominales. La présente étude vise a évaluer les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires des
extraits de cette plante. Les différents extraits ont été préparés par I’utilisation de solvants a polarités
croissantes. Les dosages des polyphénols totaux et des flavonoides ont montré que I’extrait d’acétate
d’éthyle (EAc) représente la fraction la plus riche en polyphénols et en flavonoides, avec une teneur
en polyphénols (525.79 + 0.79 mg EAG/g E) double de celles de I’extrait brut (EBr) et I’extrait
chloroformique (ECh), et une teneur en flavonoides (194.19 + 8.62 mg EQ/g E) 5 et 15 fois supérieur
a celles trouvées dans I’ECh et I’EBr, respectivement. Les résultats de I’activité antioxydante, évaluée
par plusieurs tests in-vitro, ont révélé que tous les extraits étaient efficaces a la fois dans I’inhibition de
la xanthine oxydase et le piégeage de I’anion superoxyde produit par cette enzyme dans I’ordre
suivant: ECh > EAc > EBr. En utilisant les tests de DPPH, d’hémolyse induite par I’AAPH et du
FRAP, I’EAc semble avoir respectivement I’effet anti-radicalaire (ICs, = 5.3 + 0.03 pg/mL), I’activité
anti-hémolytique (HTso = 131.66 + 2.99 min) et le pouvoir réducteur (EC; & 4 min = 0.009 £ 0.001
g/L, EC; & 30 min = 0.005 £ 0,002 g/L) les plus puissants. Dans le test de blanchissement du -
caroténe, I’EAc et I’ECh ont présenté un excellent effet inhibiteur de I’oxydation de I’acide linoléique
(84.36 + 0.33 % et 82.60 + 0.51 %, respectivement). Inversement, dans le test de chélation du fer
ferreux, I’EBr a montré une excellente activité chélatrice (ICs; = 0.332 £ 0.001 mg/mL). La colite
expérimentale chez les souris a été induite par I’acide acétique. Les résultats ont révélé que le
traitement des souris par I’extrait méthanolique de Paronychia argentea (EMPA) a montré une
diminution tres significative de I’indice d’activité de la maladie, du poids du cblon, du score d’activité
macroscopique, de la protéine C-réactive (CRP), de la vitesse de sedimentation des érythrocytes (VS)
et des concentrations coliques en malondialdehyde (MDA). Ce traitement a également conduit a une
augmentation trés importante de la longueur du c6lon, de la numération formule sanguine (FNS), des
taux coliques en glutathion réduit (GSH) et de I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) et de la
catalase (CAT). Les coupes histologiques du c6lon ont révélé une atténuation des dommages
intestinaux et de I’infiltration des lymphocytes dans les souris traitées par I’lEMPA, ce qui indique que
cette plante a inhibé I’inflammation du cdlon induite par I’acide acétique. En conclusion, Paronychia
argentea peut servir comme un traitement naturel antioxydant et anti-inflammatoire pour la colite

ulcéreuse.

Mots clés: Paronychia argentea L., polyphénols, activité antioxydante, activité anti-

inflammatoire, colite ulcéreuse.



ABSTRACT

Paronychia argentea, known as: Bssat EI-moulouk or Kessaret Lahdjar, is used in the
Algerian traditional medicine for the treatment of gastric ulcers and abdominal diseases. The
present study is designed to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory properties of this
plant extracts. The different extracts were prepared using solvents of increasing polarity. The
determination of total polyphenols and flavonoids contents have shown that the ethyl acetate
extract (EaE) is the most rich fraction, with a polyphenols content of 525.79 + 0.79 mg
EAG/g E, double than those of the crude extract (CE) and the chloroform extract (ChE), and a
flavonoids content of 194.19 + 8.62 mg EQ/g E, 5 and 15 times higher than those found in
ChE and CE, respectively. Results of the antioxidant activity assessed by several in-vitro
tests, revealed that all the extracts were effective in both xanthine oxidase inhibition and
scavenging of superoxide anion radical produced by this enzyme in the following order: ChE
> EaE > CE. Using DPPH, AAPH-induced hemolysis and FRAP tests, the EaE seems to have
the highest anti-radical effect (ICso = 5.3 = 0.03 pg/mL), the highest anti-hemolytic activity
(HTso = 131.66 + 2.99 min) and the most potent reducing power (EC; at 4 min = 0.009 *
0.001 g/L, EC; at 30 min = 0.005 £ 0,002 g/L). In the B-carotene bleaching assay, EaE and
ChE exhibited an excellent inhibitory effect on linoleic acid oxidation (84.36 + 0.33 % and
82.60 = 0.51 %, respectively). Inversely, in the ferrous iron chelating assay, the CE showed
the excellent chelating activity (ICso = 0.332 £ 0.001 mg/mL). Experimental colitis in mice
was induced by acetic acid. Treatment of mice with Paronychia argentea methanolic extract
(PAME) showed a very significant decrease in the disease activity index, colon weight,
macroscopic activity score, C-reactive protein (CRP), erythrocyte sedimentation rate (ESR)
and the colonic Malondialdehyde (MDA) concentrations. This treatment caused also a very
important increase of colon length, full blood count (FBC), colonic reduced glutathione
(GSH) concentrations and superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities.
Histological sections of the colon revealed an attenuation of the intestinal damage and the
infiltration of lymphocytes in mice treated with PAME, indicating that this plant inhibited the
colonic inflammation induced by acetic acid. In conclusion, Paronychia argentea may serve

as a natural antioxidant and anti-inflammatory treatment for ulcerative colitis.

Key words: Paronychia argentea L., polyphenols, antioxidant activity, anti-inflammatory

activity, ulcerative colitis.
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INTRODUCTION

Le stress oxydatif se produit lorsque I’équilibre entre la production des espéces reactives
de I’oxygene et la quantité des antioxydants est interrompu. Ceci peut conduire a des
dommages des biomolécules telles que les protéines, les lipides et les acides nucléiques, et
conduit finalement a la mort cellulaire provoquant des troubles physiologiques tels que le
cancer, le diabete, I’asthme, le vieillissement prématuré et les maladies cardiovasculaires,

neurodégénératives et inflammatoires (Subedi et al., 2014).

D’autre part, I’inflammation est un élément central de nombreuses conditions
physiopathologiques comme une réponse aux lésions tissulaires et une défense de I’héte
contre les agressions exogenes. Les cellules pro-inflammatoires, principalement les
macrophages activés, assurent la médiation de la plupart des physiopathologies
inflammatoires cellulaires et moléculaires en produisant des cytokines et d’autres molécules
pro-inflammatoires, comme les prostaglandines et les radicaux libres tels que I’oxyde nitrique.
Ces molécules sont impliquées dans la pathogenese de nombreuses maladies chroniques,
comme la sclérose en plaques, la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer et le cancer

du c6lon (Cuong et al., 2015).

Par conséquent, les radicaux libres sont des mediateurs tres importants qui provoquent ou
maintiennent les processus inflammatoires. Leur neutralisation par les antioxydants peut de ce
fait atténuer I’inflammation (Jiménez et al., 2015). En outre, il a été montré que certains
composés anti-inflammatoires ont un effet antioxydant ou un mécanisme de piégeage des

radicaux libres (Chang et al., 2011).

Une grande partie de la population dans le monde utilise la médecine traditionnelle basée

principalement sur les plantes médicinales, qui jouent un réle tres important dans la protection



de I’organisme (Jiménez et al., 2015). Plusieurs médicaments sont dérivés des plantes ou des
molécules d’origine vegétale (Shakeri et Boskabady, 2015). Les plantes sont aujourd’hui
reconnues comme une source riche en composés antioxydants comme les composés
phénoliques, les anthocyanines et les flavonoides. Ces composés sont principalement utilisés
dans I’industrie agroalimentaire. Il est actuellement admis que la consommation des
antioxydants a base de plantes médicinales peut réduire le risque d’apparition de plusieurs

maladies humaines liées au stress oxydatif (Tauchen et al., 2015).

L’objectif de la présente étude est d’évaluer les activités antioxydantes et anti-
inflammatoires, et de déterminer le contenu en polyphénols et en flavonoides de Paronychia
argentea. Cette plante est traditionnellement utilisée pour traiter ou prévenir plusieurs
maladies comme [I’urolithiase, les maladies rénales, le diabete, les ulcéres gastriques,
I’anorexie, les flatulences, les maladies abdominales, les maladies de la vessie et de la
prostate, ainsi que les douleurs cardiaques. Cette plante est également utilisée comme
analgesique gastrique (Boudjelal et al., 2013; Gongcalves et al., 2013; Sait et al., 2015).
Malgré son utilisation dans les systemes traditionnels, les etudes pour expliquer les effets

pharmacologiques de cette plante restent tres limitées.

Pour évaluer I’activité antioxydante des différents extraits de P. argentea, de nombreuses
méthodes in-vitro ont été realisées, telles que : (i) détermination de I’activité inhibitrice de la
xanthine oxydase productrice d’espéces réactives de I’oxygéne, (ii) détermination de I’activité
anti-radicalaire (test de piégeage de O, produit par la xanthine oxydase et test de DPPH), (iii)
détermination de I’activité anti-peroxydation lipidique (test de p-carotene-acide linoléique),
(iv) évaluation du pouvoir réducteur par la méthode de FRAP, (v) évaluation de I’activité
chélatante par le test de ferrozine et (vi) évaluation de I’activité anti-hémolytique in-vitro en

utilisant le test d’AAPH.



Pour évaluer I’activité anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique de P. argentea, un
modele d’inflammation aigué a été choisi: la colite expérimentale induite par I’acide acétique
chez les souris. Les parameétres antioxydants in-vivo ont été déterminés par le dosage de

MDA, GSH, SOD et CAT.
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1. LE STRESS OXYDATIF

1.1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif a éte défini comme le deéséquilibre entre la présence d’especes reactives
de I’oxygene et de I’azote (ERO et ERA) et la capacité de I’organisme a neutraliser leur
action par les systemes de protection antioxydants (Persson et al., 2014; Moniczewski et al.,
2015). Le déséquilibre entre les especes oxydantes (ERO / ERA) et le systeme de défense
antioxydant peut déclencher des facteurs spécifiques responsables des dommages oxydatifs au
niveau des acides nucléiques, des lipides et des protéines cellulaires, et donc I’apparition des

maladies. (Pisoschi et Pop, 2015; Smaga et al., 2015).
1.2. Les radicaux libres et les especes réactives

Les radicaux libres représentent des especes chimiques réactives possédants un électron
non apparié sur I’orbite externe (Poljsak et al., 2013). Les ERO sont représentées soit par des
radicaux oxygénés comme le radical hydroxyle (OH") et I’anion superoxyde (O,"), ou par des
dérivés de I’oxygene non radicalaires tels que le peroxyde d’hydrogéne (H,O;) et I’oxygéne
singulet (*O,), qui sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux libres
(Favier, 2003). L’oxygene moléculaire est progressivement réduit & une série d’espéces
intermédiaires: le radical hydroperoxyle (HO;"), le radical superoxyde (O,"), le peroxyde
d’hydrogene (H,0,), le groupement hydroxyle (OH") et le radical hydroxyle (OH") (Figure 1).
La réduction progressive de I’oxygene moléculaire se déroule comme suit (Pisoschi et Pop,

2015):



O;+e +H" —> HO,
HO, ———» H' +0,"
O, " +2H"+e —» H,0,
H,O0,+¢ ——» OH +OH’

OH' +H"+e ———» H0

\
LS

Figure 1: Les principales ERO et ERA cellulaires ainsi que leurs inter-relations
biochimiques. D’apres Moniczewski et al. (2015).

e Le radical superoxyde (O,"): Dans la respiration cellulaire, le processus de réduction
des molécules d’oxygene par un seul électron est la principale source endogéne de O,”
(Moniczewski et al., 2015).

0, —» O
Le superoxyde résulte d’une réduction de I’oxygéne par diverses oxydases, tels que la

dihydro nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (NADPHO), la xanthine

oxydase (XO) et la cyclo-oxygénase. Les radicaux superoxydes peuvent également étre



formés dans la chaine mitochondriale de transport d’électrons, au cours de la phosphorylation
oxydative qui produit I’ATP (Evans et al., 2005; Drose et Brandt, 2012). Le radical résultant

est un précurseur a d’autres ERO, y compris le radical hydroxyle (OH") (Repetto et al., 2012).

. H . eH ¢ .
0y — ' 3 HO, —" | H,0, — »OH" + OH

L’anion superoxyde peut étre dismuté, produisant I’oxygéne moléculaire et le peroxyde

d’hydrogéne (Kohen et Nyska, 2002).
20, +2H ——» 0,+Hy0,

Le radical superoxyde peut étre transformé par des enzymes appartenant a la famille de la
superoxyde dismutase (SOD), qui détruisent les radicaux superoxydes dans la chaine de

transport d’électrons (Miao et Clair, 2009; Gandhi et Abramov, 2012).

e Le radical hydroperoxyle (HO,"): C’est une forme protonée de I’anion superoxyde
(De Grey, 2002). Le radical hydroperoxyle est a la fois un oxydant et un réducteur plus fort
gue I’anion superoxyde, mais il est beaucoup moins stable que I’anion superoxyde a pH 7.4.
A cette valeur de pH physiologique, le HO," se dissocie donant le radical superoxyde

(Pisoschi et Pop, 2015).

e Le peroxyde d’hydrogéne (H,O,): Le peroxyde d’hydrogéne est un oxydant tres fort
de deux électrons, mais a cause de I’énergie d’activation élevée, la plupart de ses réactions
d’oxydation a deux électrons sont trop lentes pour étre biologiquement pertinentes
(Winterbourn, 2013). Le peroxyde d’hydrogéne n’oxyde pas directement les molécules
sensibles aux oxydants dans I’usage courant. Il est beaucoup plus réactif avec les métaux de
transition, soit sous la forme de complexes de faible poids moléculaire ou des
métalloprotéines. Les complexes métalliques résultants peuvent réagir avec une large gamme
de substrats, y compris les molécules sensibles aux oxydants, pour générer des radicaux libres

(Winterbourn, 2014).



e Le radical hydroxyle (OH"): C’est une espece radicalaire trés agressive, responsable
de la plupart des dommages oxydatifs des biomolécules. Il a été rapporté comme le radical
oxydant le plus puissant qui peut interagir au niveau du site de sa génération avec la plupart
des molécules (ADN, protéines, lipides, acides aminés et sucres) (Pisoschi et Pop, 2015). La
présence d’ions métalliques catalyse la voie connue comme la réaction de Fenton. Dans ce
procédé, le substrat, qui est le peroxyde d’hydrogene, génére le radical hydroxyle
(Moniczewski et al., 2015).

Fe?*/Fe®* ou Cu*/Cu®

02.- + H,0, » OH + OH + o}

e L’acide hypochloreux (HOCI): L’acide hypochloreux ressort grace a la présence de la
myéloperoxydase (MPO) dans les macrophages et les neutrophiles. Il est doté d’une capacité
oxydante trés élevée (Winterbourn, 2014; Pisoschi et Pop, 2015). La myéloperoxydase est
responsable de la production catalytique de I’acide hypochloreux a partir du peroxyde
d’hydrogéne en présence de I’anion chlorure (CI"). Le HOCI provoque la chloration oxydative
sur les biomolécules telles que les lipides, les protéoglycanes, les acides aminés, ainsi que
d’autres composés intracellulaires ou membranaires (Pisoschi et Pop, 2015).

MPO
H,0, + CI'+H* 7 > HOCI + H,0

e Les radicaux peroxyles: Le processus de la chaine de peroxydation lipidique est un
générateur des groupes des radicaux: peroxyles (ROQ"), hydrocarbures (R"), lipidiques (L") et
peroxydes lipidiques (LOO"). La plupart d’entre eux sont capables d’induire un état singulet
de la molécule d’oxygene (*O,) (Moniczewski et al., 2015). Cordeiro, (2014) a démontré, que
cette forme de I’oxygeéne pénetre facilement la bicouche phospholipidique des membranes

cellulaires et peut déclencher d’autres chaines de peroxydation.



e Monoxyde d’azote (NO), peroxynitrite (ONOQ) et dioxyde de nitrogene (NO;):
L’oxyde nitrique endogéne (monoxyde d’azote: NO) est synthétisé a partir de la L-arginine,
de I’oxygéne et du NADPH, par la NO synthase (NOS) ou par réduction du nitrate
inorganique. 1l est également libéré par les phagocytes (monocytes, macrophages et
neutrophiles) en tant que résultat de la réaction du systeme immunitaire (Pisoschi et Pop,
2015). Il réagit avec I’anion superoxyde, donnant une espece d’azote tres réactive
(peroxynitrite: ONOQ"), qui est un puissant oxydant de nombreuses molécules biologiques
(Pisoschi et Pop, 2015; Moniczewski et al., 2015). Le peroxynitrite peut par la suite étre
décomposé en radicale hydroxyle et dioxyde de nitrogéne (NO,) (Winterbourn, 2014;

Moniczewski et al., 2015).
1.3. Sources des radicaux libres

Les radicaux libres sont générés dans les processus aérobiques comme la respiration
cellulaire, I’exposition aux infections microbiennes impliquant I’activation des phagocytes,
pendant I’activité physique intensive ou I’action des polluants et toxines telles que la fumée
de cigarette, I’alcool, ionisation et radiations UV, les pesticides et I’ozone (Poljsak et al.,

2013).
1.3.1. Sources endogénes

e La mitochondrie: Dans les conditions physiologiques, la chaine respiratoire
mitochondriale est la source la plus significative des ERO dans les cellules des mammiféres
(Figure 2). Les ERO libérés par les mitochondries peuvent étre balayés par les systemes
antioxydants cellulaires, ou causer des dommages oxydatifs des acides gras polyinsaturés
dans les membranes biologiques, des protéines et des acides nucléiques (Tableau 1)

(Venditti et al., 2013).



Tableau 1: La formation mitochondriale des ERO (Moniczewski et al., 2015).

Composant Emplacement ERO
Complexe Il (Succinate déshydrogénase) Surface interne de la membrane interne O,”
Complexe | (NADH déshydrogénase) Surface interne de la membrane interne  O,", H,0;
Complexe Il (complexe bcl, Surface interne de la membrane interne  O,”
ubiquinone:cytochrome c réductase)

Cytochrome b5 Membrane externe 0,”
Monoamine oxydases (MAO-A et MAO-B)  Membrane externe H,0,
Aconitase Matrice mitochondriale 0,", OH’
Complexe cétoglutarate déshydrogénase (2- Membrane interne du coté de la matrice  O,", H,0,
oxoglutarate déshydrogénase)

Dihydroorotate déshydrogénase Surface externe de la membrane interne  O,", H,0,
Complexe pyruvate déshydrogénase Matrice mitochondriale 0,", H,0,
Complexe oxoglutarate déshydrogénase Matrice mitochondriale 0,", H,0,

e Le réticulum endoplasmique: Le réticulum endoplasmique (RE) est I’endroit ou les

protéines se replient et se rassemblent dans des complexes dans la voie de production des

protéines, et c’est un site de production des ERO dans les cellules (Figure 2) (Donaghy et al.,

2015). Les systemes enzymatiques reticulaires P450 représentent une source significative des

ERO dans laquelle les électrons sont transferés du NADPH par I’intermédiaire de la NADPH-

cytochrome P450 réductase (Manoj et al., 2010).

e Réponse des cellules phagocytaires aux inflammations et infections: Les ERO et

ERA sont générés par les phagocytes dans quatre réactions catalysées par quatre enzymes

(Figure 2) (Block et Gorin, 2012). La réaction réalisée par la NADPH oxydase (NADPHO)

phagocytaire est une réduction incompléte de I’O, pour produire I’anion superoxyde, qui est

ensuite transformé en H,O, par une réaction de dismutation.

2 0, + NADPH —YAPPHO | 5 5 = + NADP* + H*



La myéloperoxydase, une enzyme lysosomale pro-inflammatoire trouvée dans les
leucocytes, catalyse la production d’acide hypochloreux, un agent oxydant et antimicrobien
trés puissant, qui réagit rapidement avec les cellules et entraine leur mort (Lloyd et al., 2013).
L"HOCI est généré par I’action combinée du H,O, (qui est dismuté par la SOD a partir du O,"
géneéré par la NADPHO) et la MPO (Kardeh et al., 2014; Donaghy et al., 2015). En plus de
ces formes des ERO, les phagocytes activés sécretent également le NO, formé lors de la
conversion de I’arginine, catalysée par la eNOS (endothelial NOS) et iNOS (Ca*'-

independent inducible NOS) dans I’endothélium vasculaire (El Assar et al., 2013).

e La lipoxygénase: La transformation catalytique de I’acide arachidonique par les voies
de la lipoxygénase conduit a la génération de OH" et O,", suivis par des peroxydes lipidiques
(Nanda et al., 2007). Les produits finaux de la peroxydation lipidique par ces ERO, le 4-
hydroxynonénal et I’acroléine, exercent quelques effets biologiques et cytotoxiques, qui

provoquent des endommagements aux cellules (Barrera, 2012).

e Les peroxysomes: Les principaux procédés métaboliques responsables de la production
des ERO dans les peroxysomes comprennent: le métabolisme cellulaire des lipides par la -
oxydation d’acide gras, la réaction glycolate-oxydase et la réaction enzymatique de la XO et
la INOS (Fransen et al., 2012). Les peroxysomes ont un role significatif a la fois dans la
production et le piégeage (scavenging) des ERO dans la cellule, en particulier le H,0O,
(Kardeh et al., 2014). Ces organites contiennent diverses enzymes qui produisent le H,O, et le
O" en tant que partie de leur cycle catalytique normal (Figure 2) et jouent un role central
dans le métabolisme cellulaire du H,O,. 1l existe deux sources enzymatiques potentielles de

O, et NO dans les peroxysomes (la XO et la iNOS) (Nordgren et Fransen, 2014).

¢ La xanthine oxydase (XO): Les ERO et ERA peuvent étre synthétisées par une variété
d’enzymes, y compris la xanthine oxydase. La XO qui est responsable du métabolisme des

purines, en convertissant I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique (Kundu et

-10 -



al., 2012) avec reduction de I’oxygene moléculaire, est une source enzymatique de H,O, et de
O," (Terpolilli et al., 2012; Kardeh et al., 2014). La XO catalyse aussi la réduction du nitrate
en nitrite et NO (Terpolilli et al., 2012). Elle est également une source significative des ERO

dans les maladies inflammatoires (Kelley et al., 2010).

Dpsonisation f Prmmfowlng Detoxification \ |
[ ove |
H:ﬂz

(weoine |
Of e HyOy Hzot
DFH ]
"“' Hi0 0, H.0,

z"'-'---_ N
Endoplasmic reticul \
/ Mitochondrion oplasmic — \
HO l:l granube
HDS I
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)

\\\\\\H— - Phagocytic vesicle /”

Figure 2: Les principaux sites de production des especes réactives d’oxygene et d’azote dans
I’hémocyte. Abréviations: CAT, catalase; CYP, cytochrome P-450; ETC, electron
transfer chain; MPO, myeloperoxidase; NOS, nitric oxide synthase. D’apres
Donaghy et al. (2015).

1.3.2. Sources exogenes

e Les radiations ionisantes: Les radiations ionisantes peuvent endommager les
molécules intracellulaires par ionisations induites par les produits de radiolyse de I’eau
cellulaire (Figure 3A), avec environ deux tiers des dommages de I’ADN (Nias, 1998; Holley
et al., 2014). La radiolyse de I’eau conduit & la formation d’une variété de radicaux libres. Par
exemple, I’eau est ionisée pour former un radical de I’eau et un électron libre. Le radical de

I’eau peut soit subir une décomposition ou interagir avec une molécule d’eau pour former des

-11 -



radicaux hydroxyles. L’électron libre peut étre hydraté par des molécules d’eau, cet électron
stabilisé peut interagir soit avec une autre molécule d’eau pour former un radical hydroxyle
ou avec un le O, pour former un O," (Figure 3B) (McParland et Nuclear, 2010; Holley et al.,

2014).

B H,0

Radiation
ionisante
* H20 +
Action directe H,0 H,0* ——— H,0* + HO»

= ,)—)
\\ H* + HO» HIOZ
l H,0
Radiation

=—Endommagement de I'ADN ionisante € g

\HO-“-"',OA/ 0, g leo /ﬁﬂ' O

Action indirecte H 0, 5 HOz*

Figure 3: Effet de la radiation ionisante sur I’ADN (A), et formation des espéces radicalaires
et non radicalaires issues de la radiolyse de I’eau (B). Adaptée de Holley et al.
(2014).

e La température: La température elevée provoque I’accumulation des ERO dans la
cellule. L’augmentation de la température a 42 °C a entrainé une diminution significative du
potentiel membranaire mitochondriale et cytoplasmique, et une augmentation de la formation
des ERO intracellulaires (Zhang et al., 2015). Des corrélations positives ont été observées
entre la température et les taux de peroxydation lipidique et de H,O, a la fois (Paital et

Chainy, 2014).

e Les médicaments: Plusieurs resultats in-vitro et in-vivo indiquent que la toxicité de
divers médicaments chimiothérapeutiques implique une production accrue des ERO et du
stress oxydatif (Aiassa et al., 2015). D’autre part, les resultats in-vivo montrent que la
Dexaméthasone augmente la capacité de production des ERO des cellules myéloides ainsi que

dans les monocytes et macrophages (Kraaij et al., 2011).
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e Les toxines: L’intéraction entre les toxines et les neutrophiles augmentent
significativement la production des ERO et conduit a un stress oxydatif, suivi par la mort

cellulaire par apoptose (Paraje et al., 2005).

e Le tabagisme et les minéraux: La fumée de cigarette est une source importante des
ERO qui provoquent la peroxydation des lipides, des dommages aux membranes cellulaires,
aux protéines et a I’ADN. Le tabagisme chez la mére provoque une augmentation du stress
oxydatif dans le sang du placenta qui passe au fcetus a travers le cordon ombilical (Aydogan
et al., 2013). Selon Stangenberg et al. (2015), les enfants des méres exposees a la fumée de
cigarette ont une activité antioxydante mitochondrial réduite ainsi que des changements des
structures mitochondriales avec des taux tres élevés en ERO, ce qui provoque un

endommagement de I’ADN avec une augmentation du stress oxydatif.

Les expositions chroniques aux métaux lourds par I’exposition professionnelle et le
tabagisme peuvent augmenter le risque du cancer de la téte et du cou. Le chrome trivalent et
hexavalent (Crlll et CrVI) sont présents dans la nature. Au cours de la réduction du CrVI en
Crlll, de nombreuses especes réactives sont formées, et causent des dommages de I’ADN. Le
CrV et CrlV réagissent avec le H,O, pour générer ainsi le radical hydroxyle par la réaction de
Fenton (Khlifi et Hamza-Chaffai, 2010). D’autre part, Le cadmium affecte la stabilité du
génome par induction des ERO dans les cellules, mais également par la réduction de I’activité
des antioxydants comme le glutathion cellulaire (McMurray et Tainer, 2003). L’inhalation de
la poussiére de minéraux (la silice, I’amiante, ou le charbon) provoque la sécrétion tres élevée
des ERO (O,", OH" et H,0,), ce qui contribue a la perturbation de la fonction immunitaire

cellulaire, I’'inflammation et le cancer du poumon (Muzembo et al., 2015).
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1.4. Réles physiologiques des radicaux libres

Les speéces réactives de I’oxygéne présentent un paradoxe dans leurs fonctions
biologiques: d’une part, ils préviennent les maladies en aidant le systéme immunitaire, par la
médiation de la signalisation cellulaire et en jouant un réle essentiel dans I’apoptose. D’autre
part, ils peuvent endommager les macromolécules importantes dans les cellules (Seifried et

al., 2007).
1.4.1. Défense contre les infections

Lorsque les phagocytes sont activés, ils produisent des ERO en quantités suffisantes pour
tuer les bactéries (Nordberg et Arnér, 2001; Seifried et al., 2007). Dans ce systeme, les ERO
sont produits par le complexe NADPHO qui transforme le O, en O, (Kardeh et al., 2014). Le
O," est ensuite réduit dans le phagosome par la SOD en H,0, qui peut étre par la suite
converti en HOCI par la MPO (Lloyd et al., 2013). Le HOCI peut alors former spontanément
le OH’. Ces deux molécules hautement réactives sont tres toxiques pour les bactéries ingérées
par les phagocytes et portent les effets antimicrobiens directs des ERO. Le HOCI est
également un élément important de la défense antimicrobienne par destruction de I’ancrage de
I’ADN a la membrane bactérienne, ce qui entraine I’arrét de la réplication de I’ADN des

bactéries (Nordberg et Arnér, 2001).
1.4.2. Transduction du signal et régulation de la prolifération cellulaire

La production contrélée des ERO est essentiel pour I’activité des voies de transduction du
signal, et une large classe de molécules de transduction du signal sur lesquelles les ERO
influencent leur fonction est les MAPK (mitogen-activated protein kinases) (Hurd et al.,
2012). Les MAPK sont composées de trois sous-familles: les ERK (extracellular signal-
regulated kinases); les JNK (kinases c-Jun N-terminal); et les kinases p38 (Martindale et

Holbrook, 2002; Droge, 2002). Les ERK coordonnent le signal grace a des facteurs de
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croissance tels que le EGF (epidermal growth factor). Le récepteur de ’EGF (EGFR) est
activé par les ERO, semblable a son activation par la liaison de son ligand (EGF). L activation
de ’EGFR provoque I’autophosphorylation de ce récepteur, et I’activation des kinases MAPK
(MAPKK), et donc I’activation des ERK. L’activation des ERK en réponse aux ERO favorise
généralement la régulation de la prolifération cellulaire (Holbrook et Ikeyama, 2002; Li et
Holbrook, 2003). Concernant les deux autres familles de MAPK (JNK et p38), dans des
conditions normales d’oxydo-réduction la protéine thiorédoxine (Trx) se lie a la ASK1
(apoptosis signal-regulating kinase 1) et I’inhibe. Le stress oxydatif provoque la dissociation
du complexe Trx-ASKZ1, conduisant ainsi a I’activation des JNK et p38 par ASK1 (Martindale
et Holbrook, 2002). L activation de ces kinases (JNK et p38) implique de multiples MAPKK
ainsi que I’interaction des protéines régulatrices de la proliferation conduisant a I’apoptose ou
la nécrose (Kardeh et al., 2014). Ces processus ont également des réles positifs dans

I’élimination des cellules transformées (suppression des tumeurs) (Seifried et al., 2007).
1.5. Cibles des radicaux libres

Malgré que les ERO jouent un réle positif dans les voies physiologiques normales et les
fonctions nécessaires des cellules, leurs concentrations et leur surproduction élevées sont
extrémement toxiques pour la vie cellulaire en endommageant les macromolécules telles que

les lipides, I’ADN et les protéines (Gandhi et Abramov, 2012; Kardeh et al., 2014).
1.5.1. La peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est le processus oxydatif de la dégradation des lipides par les
ERO (Kardeh et al., 2014). La réaction incontrdlée des ERO avec les lipides membranaires,
en particulier les chaines d’acides gras polyinsaturés, conduira a une génération innombrable
de radicaux libres produits dans une réaction en chaine, qui provoque la détérioration des

membranes (Kardeh et al., 2014; Pisoschi et Pop, 2015). Dans la phase d’initiation de la
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réaction en chaine de la peroxydation, une molécule d’ERO réagit avec une chaine d’acide
gras insaturé. Les produits de I’étape d’initiation sont un radical d’acide gras et une molécule
d’eau (Kardeh et al., 2014). Le radical d’acide gras n’est pas stable, dans la phase de
propagation, il a tendance a réagir avec I’O, pour produire un radical peroxyle lipidique
(lipide-proxyl). Cette molécule générée réagit ensuite avec un autre acide gras insature et
produit un autre radical d’acide gras et un peroxyde lipidique. Le radical d’acide gras
participe a un nouveau cycle de la la méme série de réactions et produit plus de radicaux
libres et de peroxydes lipidiques (Raedschelders et al., 2012; Kardeh et al., 2014). L attaque
oxydative des lipides génere également des aldéhydes réactifs, tels que le malondialdéhyde et
le 4-hydroxynonénal qui sont cancerigenes et mutagenes, car ils peuvent déetériorer I’ADN.
D’autre part, ils peuvent attacher a des protéines et peuvent donc affecter leurs fonctions

(Raedschelders et al., 2012; Kardeh et al., 2014; Pisoschi et Pop, 2015).
1.5.2. Oxydation de I’ADN

Les ERO sont des dérivés toxiques du métabolisme aérobie et sont nocifs pour les cellules
vivantes, entrainant des dommages de I’ADN, le viellissement, ou la mort cellulaire (Saito et
al., 2015). Les molécules d’ADN sont susceptibles d’étre endommagés par les ERO suite a
une abstraction d’hydrogene initiale médiée par le OH’, suivie par une modification des
purines ou pyrimidines et/ou une fragmentation (Raedschelders et al., 2012; Kardeh et al.,
2014). L’ADN cellulaire est une cible des dommages médiés par les ERO, et le 8-hydroxyl-2'-
désoxyguanosine est un produit bien caractérisé des altérations de I’ADN qui se produit de
I’oxydation du nucléoside guanosine par le OH" (Sugamura et al., 2011; Pisoschi et Pop,

2015).
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1.5.3. Oxydation des protéines

Dans les conditions du stress oxydatif, I’exces des ERO peut endommager les proteines,
les lipides et I’ADN cellulaires conduisant a des dommages fatals a la cellule qui peuvent
contribuer a la cancérogenése (Kardeh et al., 2014; Moniczewski et al., 2015). Le dommage
des protéines peut se produire par oxydation du thiol, une carbonylation, une fragmentation ou
un mauvais repliement et déploiement, résultant dans la perte de I’activité de la protéine
(Pisoschi et Pop, 2015). Tous les acides aminés sont sensibles a I’oxydation: les cystéines et
méthionines sont facilement oxydables (Raedschelders et al., 2012; Pisoschi et Pop, 2015).
L’oxydation de la lysine, la proline, I’arginine et la thréonine donne également lieu a des
marqueurs de dérivés carbonylés (Pisoschi et Pop, 2015). Les acides aminés aromatiques sont
également susceptibles d’étre oxydés par les différentes espéces oxygénées: I’oxydation de la
tyrosine initiée par des radicaux OH’ produit la dityrosine, la réaction avec des ERA forme la
3-nitrotyrosine, alors que la réaction avec le HOCI donne la 3-chlorotyrosine (Raedschelders
et al., 2012; Sung et al., 2013). Les acides amines sont soumis indirectement a une attaque par
les aldéhydes réactifs tels que le MDA et le 4-hydroxynonénal qui sont des produits de la
peroxydation lipidique induite par les ERO. La cytochrome oxydase est soumise a la
modification et I’inhibition par le 4-hydroxynonénal (Raedschelders et al., 2012). D’autre
part, le dommage des membranes mitochondriales et des structures des protéines peut, a son
tour, améliorer la production des ERO, conduisant a une altération de I’ADN et la mort

cellulaire par apoptose (Pisoschi et Pop, 2015).
1.6. Stress oxydatif et maladies

Le déséquilibre entre les especes oxydantes et le systeme de défense antioxydant peut
déclencher des facteurs spécifiques responsables des dommages oxydatifs dans la cellule: la
sur-expression des genes oncogenes, génération des composés mutagenes, la prolifération

incontrolée des cellules et I’invasion tumorale. Cela conduit a la création et la progression du
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cancer (Kardeh et al., 2014; Pisoschi et Pop, 2015; Saito et al., 2015). En plus, les ERO
peuvent aggraver les lésions cérébrales (Bordt et Polster, 2014), ce qui conduit a une
neurodégénérescence et des troubles neuropsychiatriques (Smaga et al., 2015; Pisoschi et
Pop, 2015; Moniczewski et al., 2015). D’autre part, les ERO provoguent une promotion de
I’activité athérogéne et I’apparition de I’inflammation, donc ils sont des eléments importants
dans les maladies cardiovasculaires comme I’athérosclérose, I’hypertension et I’insuffisance
cardiaque, qui ont relation avec d’autres maladies telles que le diabéte et les maladies rénales
(Sugamura et al., 2011; Pisoschi et Pop, 2015). Un certain nombre de substances toxiques
externes peuvent également contribuer a la production des ERO dans les testicules et
I’épididyme, conduisant a une diminution de la viabilité et de la mobilité des spermatozoides,

et donc une augmentation de I’apparition de la sterilité male (Lavranos et al., 2012).

2. LA XANTHINE OXYDOREDUCTASE
2.1. Structure, mécanisme d’action et distribution

La xanthine oxydoréductase (XOR) est un complexe molybdoflavoprotéique qui catalyse
les deux réactions terminales de la dégradation des purines (Battelli et al., 2014a).
Structurellement, la XOR est un homodimere de 295 kDa, chaque sous-unité est composée de
quatre centres d’oxydoréduction: un centre du cofacteur molybdoptérine (Mo-co), un centre
de flavine adenine dinucléotide (FAD), et deux centres fer-soufre (Fe/S) (Kelley, 2015). La
xanthine est oxydée en acide urique au centre Mo-co de I’enzyme, et les électrons sont
transférés par I’intermédiaire des 2 centres Fe/S vers le centre FAD ol le NAD" est réduit en
NADH pour la forme déshydrogénase (XDH), alors que pour la forme oxydase (XO) I’affinité
pour le NAD" est diminuée, donc elle est renforcée pour I’oxygéne entrainant ainsi le transfert
d’électrons monovalents et divalents a 1’0, pour générer le O, et le H,O,, respectivement

(Figure 4) (Cantu-Medellin et Kelley, 2013a; Kelley, 2015). La XOR est trés répandu chez
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les différentes especes, elle a été identifiée dans les organismes procaryotes ainsi que dans les
plantes et les animaux. Chez les étres humains, la XOR est exprimée de maniére ubiquitaire
dans le foie et les intestins affichant donc la plus forte activité spécifique (Cantu-Medellin et
Kelley, 2013b; Battelli et al., 2014a). Elle est exprimée aussi dans les poumons, les reins et le
myocarde (Cantu-Medellin et Kelley, 2013a; Kelley, 2015). Cette enzyme se trouve
également dans les fluides biologiques tels que le sang, le lait, le fluide nasal et la salive

(Vorbach et al., 2003; Battelli et al., 2014a).
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Figure 4: Les réactions catalysees par la XOR. (A) La XDH. (B) La XO. (C) Le nitrite
(NO;") est réduit en NO" au centre Mo-co (I’électron est fourni par la xanthine). (D)
Le NO; est réduit en NO" au centre Mo-co (les électrons sont fournis par le NADH
et rétrogradement transférés au centre Mo) (Cantu-Medellin et Kelley, 2013b;
Kelley, 2015).

2.2. Role physiologique de I’enzyme
La XOR peut cataboliser différents xénobiotiques tels que les agents antiviraux et

anticancéreux, contribuant ainsi a la désintoxication du foie. En outre, les ERO et ERA
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génerés par la XOR sont responsables des fonctions de protection de cette enzyme dans
I’immunité innée ainsi que son activité bactéricide, I’absorption du fer dans la muqueuse
intestinale, la stimulation de la prolifération, et la défense contre les maladies infectieuses
(Battelli et al., 2014a; 2014b). D’autre part, I’acide urique produit par la XOR a un réle
comme un antioxydant et un piégeur trés puissant des radicaux libres. (Vorbach et al., 2003;

Battelli et al., 2014a).
2.3. Role pathologique de I’enzyme

La XOR est responsable des activités pro-inflammatoires et pro-thrombotiques des
cellules endothéliales (Cantu-Medellin et Kelley, 2013b; Battelli et al., 2014a; Kelley, 2015).
Elle cause la goutte qui est une maladie inflammatoire due a des concentrations élevees de
cristaux d’acide urique dans le sérum (Masuda et al., 2014; 2015). D’autre part, les produits
oxydants de I’enzyme sont impliqués dans le développement des maladies cardiovasculaires
et metaboliques, qui sont les principaux facteurs de risque de I’athérosclérose. Ces ERO sont
également responsables de la cytotoxicité et des lesions tissulaires induites par
I”ischémie/reperfusion dans I’intestin gréle, I’estomac, le pancréas, le foie, la peau, le muscle
squelettique, le cceur, les poumons, les reins et le systeme nerveux central (Figure 5) (Battelli

et al., 2014a; 2014b).
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Figure 5: Mécanisme de génération des ERO par la XOR et activation des neutrophiles dans
les tissus lors du processus d’ischémie / réperfusion. D’aprés Francischetti et al.
(2010); Hatwalne (2012) et Prieto-Moure et al. (2014) avec quelques modifications.

2.4. Les inhibiteurs de I’enzyme

L’allopurinol est un analogue structural de I’hypoxanthine et est rapidement métabolisé
en oxypurinol qui peut se lier & la XO et inhiber donc son activité (Puddu et al., 2012; Guedes
et al., 2014). Mais a cause de la similarité structurale de I’allopurinol et I’oxypurinol aux
purines, ils sont donc des substrats pour certaines enzymes du métabolisme des purines et
pyrimidines (Okamoto et al., 2013). D’autre part, certains patients montrent une
hypersensibilité a I’allopurinol (Liu et al., 2013). En outre, les patients souffrant
d’insuffisance rénale ont une excrétion retardée ainsi qu’une concentration sanguine tres
élevée de ce médicament. Et a cause de ces effets secondaires graves de I’allopurinol, de
nouveaux inhibiteurs de la XO ont été cherchés pour le remplacer (Okamoto et al., 2013). Un
nouveau médicament (fébuxostat) est un inhibiteur non purique spécifique de la XO, et

significativement plus efficace que I’allopurinol (Puddu et al., 2012; Faruque et al., 2013;
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Jennings et al., 2014). Contrairement a I’allopurinol, le fébuxostat a de multiples voies
d’excrétion (urines et selles) et peut étre utilise en toute sécurité chez les patients présentant

une insuffisance rénale (Okamoto et al., 2013).

3. L’INFLAMMATION

3.1. Définition et mécanisme

L’inflammation est un mécanisme de defencee de I’héte contre I’invasion par les agents
pathogenes (Headland et Norling, 2015). Mais elle peut avoir des résultats néfastes dans le
tissu affecté menant a son dommage surtout si la réaction inflammatoire est non régulée
(exces d’intensité ou de temps) (Leza et al., 2015), et accompagnée par la production des
ERO et ERA comme le NO qui peut déclencher des réactions d’oxydation toxiques
conduisant a une inflammation et des lésions tissulaires (Majdalawieh et Fayyad, 2015). La
réaction inflammatoire peut étre aigué ou chronique. L’inflammation aigué est une réponse
immédiate de courte dureée (quelques jours a quelques semaines), habituellement, elle
disparait spontanément ou avec un traitement (Charles et al., 2010). La réponse inflammatoire

aigué peut étre divisée en trois phases (Prin et al., 2009):

e Une phase d’initiation (réaction vasculaire): elle fait suite a un signal de danger
d’origine exogene ou endogéne qui provoque la vasodilatation et donc une rougeur, douleur,
fievre, et gonflement (Figure 6) (Kumar et al., 2007; Dorward et al., 2012; Headland et

Norling, 2015).

e Une phase d’amplification (réaction cellulaire) (Figure 6): caractérisée par la migration
et I’activation des cellules inflammatoires (neutrophiles, monocytes / macrophages) (Weill et

al., 2003; Raymondjean, 2007; Dorward et al., 2012; Headland et Norling, 2015).
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e Une phase de résolution et de réparation: qui tend a régénérer les tissus Iésés, pour
prévenir la progression de I’inflammation aigué en inflammation chronique persistante (Weill

et al., 2003; Raymondjean, 2007; Serhan, 2011; Dorward et al., 2012; Headland et Norling,

2015).
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Figure 6: Les événements majeurs dans la réponse inflammatoire aigué. D’apres Dorward et
(2012); Alessandri et al. (2013); Buckley et al. (2014) avec quelques
modifications.

Cependant, un échec dans la résolution provoque une infiltration incontrolée et persistante
des cellules inflammatoires, conduisant ainsi a la progression en inflammation chronique
(Figure 7) (Nathan et Ding, 2010; Khanna et al., 2010; Lee et Surh, 2012). C’est une
inflammation n’ayant aucune tendance a la guérison spontanée, et qui se développe en
persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois a plusieurs années (Charles et al., 2010).
Elle conduit souvent a une perte des tissus ou des fonctions des organes (Lee et Surh, 2012;

Howcroft et al., 2013; Park et al., 2014).
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Figure 7: Les résultats de I’inflammation aigué: résolution, guérison et cicatrisation par
fibrose ou inflammation chronique. Adaptée de Kumar et al. (2007).

3.2. Pathologies inflammatoires

L’inflammation provoque le développement de plusieurs maladies humaines telles que le
cancer, le diabéte de type 2, les maladies cardiovasculaires, I’athérosclérose, les maladies
pulmonaires, [I’asthme, la polyarthrite rhumatoide, I’ostéoporose, les maladies
neurodégéneratives, la maladie d’Alzheimer, et les maladies intestinales inflammatoires
(Serhan et al., 2007; Leitch et al., 2008; Khor et al., 2011; Maskrey et al., 2011; Wynn, 2011,
Lee et Surh, 2012).

3.3. Les anti-inflammatoires
3.3.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) inhibent une enzyme membranaire, la
cyclo-oxygénase (COX), qui transforme I’acide arachidonique en prostaglandines (PG).

(Nicolas et al., 2001; Ding, 2002; Lioté, 2011). La COX se présente sous deux formes chez
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I’homme, la COX1 et la COX2. Les anti-inflammatoires inhibent ces deux enzymes
simultanément, provoquant d’un c6té une diminution de I’inflammation, mais de I’autre cote
des effets secondaires gastriques (irritation ou ulcération de la muqueuse gastro-intestinale).
Cela a conduit a développer des molécules qui ont moins d’effets indésirables, en inhibant
seulement la COX2 responsable de I’inflammation, et en maintenant la production des PG de
protection gastrique par la COX1. Parmi ces inhibiteurs sélectifs de la COX2 (les coxibs), on

compte principalement le Célécoxib et le Rofécoxib (Ding, 2002; Muster, 2005).
3.3.2. Anti-inflammatoires stéroidiens: les glucocorticoides (GC)

Ce sont des stéroides analogues ou précurseurs de la cortisone, naturellement sécrétée par
les glandes surrénales a partir du cholestérol. Ils ont une activité anti-inflammatoire tres
puissante. Les glucocorticoides (GC) sont capables d’inhiber toutes les phases de la réaction
inflammatoire (Muster, 2005). Le mode d’action des GC se situe essentiellement au niveau
transcriptionnel dans les cellules des tissus cibles en intervenant dans la régulation (activation
ou inhibition) de la transcription des genes cibles (Chagnon, 2000; Tournemelle, 2003;
Muster, 2005). Les GC inhibent donc la production de nombreux médiateurs pro-
inflammatoires (Laan et al., 1999). Mais I’usage des GC conduit a des troubles aigus tels que

I”’hypertension arterielle et les ulcéres gastro-duodenaux (Henzen, 2003).
3.3.3. Les dérives salicylés: la sulfasalazine

La sulfasalazine est un dérivé azoique; c’est une combinaison d’un sulfamide
antibactérien (sulfapyridine) et d’un dérive salicylé (acide 5-amino salicylique (5-ASA)). La
sulfasalazine est métabolisée par la flore du colon pour libérer ses deux composants, qui sont
alors capables d’exercer leurs effets anti-inflammatoires. Mais le risque d’effets indésirables
associes a ce médicament implique une intolérance digestive et des réactions allergiques

(MacDermott, 2000).
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3.3.4. Les remedes traditionnels

Traditionnellement, les plantes médicinales ont été utilisées pour soulager I’inflammation,

et les composés phénoliques des plantes ont été signalés a étre bénéfiques dans le traitement

des maladies inflammatoires chroniques (Dzoyem et Eloff, 2015). De nombreuses études ont

montré que les plantes possédent une activité inhibitrice des enzymes COX. Ces plantes

peuvent donc étre une solution dans le traitement des douleurs et des maladies inflammatoires

(Larsen et al., 2015). Quelques exemples de plantes douées d’activités anti-inflammatoires

sont cités dans le Tableau 2.

Tableau 2: Liste de quelques plantes médicinales utilisées en Algérie dans le traitement des

maladies inflammatoires humaines (Boudjelal et al., 2013).

Famille et espéce de la Nom local Utilisations Usages dans la
plante (Partie utilisée) ~ recommandées littérature
Apiaceae Bounafaae Anti-inflammatoire, Irritation de la peau
Thapsia garganica L. (Parties Eczema
aeriennes,
racines)
Asteraceae Babounje Anti-inflammatoire,  Anti-inflammatoire
Anthemis nobilis L. (Fleurs) sédative. Eczema
Caryophyllaceae Fattet lehdjar, ~ Anti-lithiase Digestive®.
Paronychia argentea L.~ Bssat Analgeésique
el-moulouk gastrique,
(Parties hypog_lycémlante, _
aériennes) maladies de la vessie
et de la prostate,
maladies
abdominales,
ulceres de I’estomac,
calculs rénaux®
Cupressaceae Aaraar Troubles digestifs, Maladies de la peau
Juniperus phoenicea L. (Parties eczema, _ (éczema)®®
aériennes) antlhypertenSIve,

anti-inflammatoire

Gentinaceae

Erythraea centaurium L.

Marrart lehnach
(Fleurs)

Antipyrétique,
troubles digestifs

Anti-inflammatoire
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Famille et espéce de la Nom local Utilisations Usages dans la

plante (Partie utilisée) recommandeées littérature
Malvaceae Khobeiz Anti-inflammatoire, Emolliente®
Malva sylvestris L. (P. aériennes) perte de poids
Urticaceae Horeig Antidiabétique, Antidiabétique®
Urtica dioica L. (Fleurs) anti-inflammatoire

@ (Novais et al., 2004), ® (Goncalves et al., 2013), © (Asgarpanah et Roohi, 2012), @ (Allali et al., 2008).

4. LES SYSTEMES DE DEFENSE ANTIOXYDANTS

Les antioxydants couvrent différentes catégories de composés qui peuvent interférer avec
les cycles d’oxydation pour inhiber ou retarder les dommages oxydatifs des biomolécules. Les
classes principales des composés ayant une activité antioxydante sont: les vitamines (vitamine
C et vitamine E), les caroténoides (carotenes et xanthophylles), les polyphénols (acides
phénoliques et flavonoides) (Oroian et Escriche, 2015), les composés contenant du soufre
(glutathion et thiorédoxine) (Mukwevho et al., 2014), I’acide alpha-lipoique et quelques
enzymes endogenes spécifiques: superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathion

réductase (GR) et glutathion peroxydase (GPx) (Moniczewski et al., 2015).
4.1. Les antioxydants enzymatiques
4.1.1. La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une enzyme qui catalyse la conversion de I’anion superoxyde en peroxyde

d’hydrogéne et dioxygene (Poljsak et Milisav, 2013):
20,"+2H" — H,0,+0;

Trois types de superoxyde dismutases peuvent étre rencontrés dans les tissus des
mammiferes: la SOD contenant le zinc-cuivre (SOD1) présent dans le cytosol, la SOD
contenant le manganese (SOD2) trouvés dans la matrice mitochondriale, et la SOD

extracellulaire (SOD3). Tous les trois types sont fortement exprimés, principalement dans les
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tubules rénaux des reins en bonne santé (Sung et al., 2013). Une étude récente a montré que la
SOD1 est une enzyme antioxydante majeur dans le controle du stress oxydatif dans des

conditions de lésion rénale (Pisoschi et Pop, 2015).

4.1.2. La catalase (CAT)

La catalase est une enzyme qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau

et oxygene moléculaire (Poljsak et Milisav, 2013):

2 HzOz b 02+2 HZO

L’un des roles antioxydant de la CAT est de diminuer le risque de formation du radical
hydroxyle a partir du H,O, par la réaction de Fenton (Poljsak et Milisav, 2013). Elle est
exprimée dans la majorité des cellules, des tissus et des organes, et a des concentrations

élevées dans le foie et les érythrocytes (Pisoschi et Pop, 2015).

4.1.3. La Glutathion Peroxidase (GPx)

La glutathion peroxydase peut catalyser la réduction du H,O, en utilisant le glutathion
réduit (GSH) comme substrat. Elle peut également réduire d’autres peroxydes en alcools (par
exemple, les peroxydes lipidiques dans les membranes cellulaires) (Poljsak et Milisav, 2013;

Mukwevho et al., 2014; Pisoschi et Pop, 2015):

H,O0, +2 GSH — GSSG+2 H)0

ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0

La GPx est responsable a la désintoxication par des quantités faibles de H,O,, tandis que
la catalase prend un réle principal dans la détoxification cellulaire par des quantités plus

élevées de H,0O; (Poljsak et Milisav, 2013).
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4.2. Les antioxydants non-enzymatiques

L’apport d’antioxydants exogenes est important dans la prévention du stress oxydatif et
des dommages cellulaires. Les antioxydants naturels comme la vitamine C et E, les
caroténoides et les polyphénols sont généralement considérés comme des composants
bénéfiques. Leurs propriétés antioxydantes sont souvent prétendu étre responsable des effets
protecteurs de ces composants alimentaires contre les maladies cardiovasculaires, le cancer et

le vieillissement (Poljsak et Milisav, 2013).
4.2.1. Les vitamines

e La vitamine C (acide ascorbique): La vitamine C est considérée comme le plus
important antioxydant hydrophile étant efficace dans le piégeage des anions superoxydes, les
radicaux hydroxyles, le peroxyde d’hydrogéne, les espéces réactives de I’azote et I’oxygene
singulet (Du et al., 2012; Oroian et Escriche, 2015). Elle protege également les

phospholipides membranaires des dommages peroxydante (Pisoschi et Pop, 2015).

e La vitamine E (alpha-tocophérol): La vitamine E peut piéger les radicaux peroxyles
dans les lipides membranaires biologiques (Raedschelders et al., 2012), et peut donc arréter la
chaine de peroxydation lipidique (Pisoschi et Pop, 2015). La vitamine E est formée par quatre
tocophérols et quatre tocotriénols qui présentent une activité antioxydante (Oroian et

Escriche, 2015).
4.2.2. Les caroténoides

Les principaux caroténoides présents dans le régime alimentaire quotidien sont: les
carotenes (a-caroténe, B-caroténe, lycopene) et les hydroxy-caroténoides (xanthophylles-
zéaxanthine, lutéine). Les caroténoides sont importants non seulement pour leur activité de
provitamine A, mais également pour d’autres actions dans les systemes biologiques y compris

leur propriété antioxydante (Nowicka et Kruk, 2012). Le lycopéne avec onze doubles liaisons
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conjuguées est le piégeur le plus efficace de I’oxygéne singulet, et donc I’antioxydant le plus
puissant parmi les caroténoides naturels (Perretti et al., 2013; de Cortes Sanchez-Mata, 2013).
En plus, les caroténes et les xanthophylles sont de bons piégeurs des radicaux libres (Béhm et
al., 2012), de bons désactivateur de I’oxygene singulet et donc de bons inhibiteurs de la

peroxydation lipidique (Samaniego-Sanchez et al., 2010 ; Ramel et al., 2012).
4.2.3. Le Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion réduit (GSH) est un tripeptide, L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine. C’est
I’antioxydant intracellulaire le plus abondant, présent dans toutes les cellules aérobies;
eucaryotes et procaryotes (Poljsak et Milisav, 2013). Dans les cellules eucaryotes, le GSH se
trouve dans le cytosol (80% - 85%), les mitochondries et le réticulum endoplasmique
(Mukwevho et al., 2014). Il peut piéger le peroxyde d’hydrogeéne, le radical hydroxyle et

I’acide hypochloreux (Sung et al., 2013).
4.2.4. Les composés phénoliques

Au-dela de 8000 structures phénoliques ont été signalés et ils sont largement dispersés
dans tout le regne végétal et donc dans I’alimentation humaine (Oroian et Escriche, 2015).
Les polyphénols peuvent fournir une protection significative contre le stress oxidatif in-vitro a
des concentrations beaucoup plus faibles que ce qui serait nécessaire pour une protection
antioxydante chimique (Weichselbaum et Buttriss, 2010). lls peuvent exercer un effet
antioxydant indirect, en protégeant les enzymes antioxydantes endogénes dans le corps

humain (Pradeep et Sreerama, 2015).

Le mécanisme de I’activité antioxydante des polyphénols a été proposé par Leopoldini et
al. (2011). En premier lieu, la molécule de polyphénol inactive les radicaux libres par des

mécanismes de transfert d’atomes d’hydrogene et de transfert d’électrons célibataires. Le
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mécanisme de transfert d’atome d’hydrogéne suppose que I’antioxydant (AOH), réagit avec le

radical libre (R"), avec transfert d’atome d’hydrogene:
AOH+R" — AO +RH

L’autre mécanisme, le transfert d’electrons célibataires, suppose que I’oxydant donne un

électron a la molécule antioxydante:
AOH+R — AOH™+R

Les produits des réactions des deux mécanismes sont les suivants: une espéce non
dangereuse (RH), un radical oxydant (AO), un radical cation (AOH™) et une espéce

énergétiqguement stables (R") (Leopoldini et al., 2011).

5. LES POLYPHENOLS

L’intérét des composés phénoliques alimentaires a augmenté en raison de leurs propriétés
antioxydantes et antiradicalaires (Ahmed et al., 2015), et aux activités anti-inflammatoire,
anti-microbienne et anti-prolifération et modulation du signal de transduction (Velderrain-
Rodriguez et al., 2014). Les principaux groupes de polyphénols sont les acides phénoliques,

les flavonoides (Oliveira et al., 2014) et les tanins (Crozier et al., 2009).
5.1. Classes principales des polyphénols
5.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques peuvent étre divisés en deux catégories en fonction de leur
structure: les derives de I’acide benzoique et les déerivés de I’acide cinnamique. Ces composés
sont constitues d’un cycle benzene lié a un groupement carboxyle (acides benzoiques) ou a un
acide propénoique (acides cinnamiques). Dans de nombreux fruits et legumes, les acides
cinnamiques (acide caféique en particulier) sont présent en tant que dérivés d’ester (acide

chlorogénique, d’autres acides quiniques cinnamoyles, glycosides phénylethanoique) qui
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montrent un potentiel élevé comme antioxydants (Sova, 2012). Les acides
hydroxybenzoiques comprennent les acides: gallique, p-hydroxybenzoique, protocatéchuique,
vanilique et syringique. Les acides hydroxycinnamiques les plus importants sont les acides:

caféique, férulique, p-coumarique et sinapique (Figure 8) (Abramovi¢, 2015).

a) 0 b) O o
HO)J\@ HOJ'U
OH OH
) 0 d) o
OH OH
Figure 8: Structures des acides phénoliques: (a) acide p-hydroxybenzoique, (b) acide 3,4-

dihydroxybenzoique, (c) acide caféique, (d) acide p-coumarique (Oroian et
Escriche, 2015).

5.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments végétaux tres abondants dans la nature (Majer et al.,
2014). La structure générale des flavonoides comprend un squelette de 15 atomes de carbone
(C6-C3-C6) (Figure 9) (Andersen et Jordheim, 2010). Les flavonoides peuvent étre classés en
plusieurs sous-groupes qui sont principalement indiqués soit par: hydroxylation, O-
méthylation, C-méthylation, isoprénylation, ou substitution de méthylenedioxy (Oroian et

Escriche, 2015).
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Figure 9: Structure générale des flavonoides (Oroian et Escriche, 2015).

Les sous-classes les plus représentatives des flavonoides sont: flavones, flavanones,

flavonols, flavanols (également appelés flavan-3-ols ou catéchines), anthocyanidines et

isoflavones (Figure 10) (Ziberna et al., 2014).
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Figure 10: Structures des différentes classes des flavonoides (Oroian et Escriche, 2015).

5.1.3. Les tanins

Les tanins sont produits par les plantes comme des métabolites secondaires (Figure 11)
(Saric et al., 2015). Selon leur structure, les tanins peuvent étre divisés en deux classes de
macromolécules, les tanins hydrolysables et les tanins condensés. Les tanins hydrolysables
ont une masse moléculaire comprise entre 500 et 5000 Da (Arapitsas, 2012). En plus de leur
caractére astringent (diminuent les sécrétions et resserrent les tissus) ils ont une activité

antioxydante trés importante (Shahat et Marzouk, 2013). Les tanins condensés ou
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proanthocyanidines sont des polymeéres de haute masse moléculaire ayant une masse
moléculaire allant jusqu’a 30 000 Da.

o OH

3 OH
HO 0 WOH

HO
OH 0
Figure 11: Structure d’un exemple de tanins: le hamamélitanin (Oroian et Escriche, 2015).

5.2. Activites biologiques des polyphénols

Au cours des derniéres années, de nombreuses études ont démontré les avantages des
polyphénols pour la santé. lls présentent des effets vasodilatateurs et sont capables d’atténuer
I’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL). En outre, ils présentent des effets anti-
inflammatoires trées clairs, et peuvent moduler les processus apoptotiques dans I’endothélium

vasculaire (Quifiones et al., 2013).
5.2.1. Activité antioxydante

Les polyphénols sont connus comme des antioxydants et des piégeurs directs de radicaux
libres (Jayasena et al., 2013). L’effet protecteur global des polyphénols est principalement di
a leur large gamme d’actions biologiques, tels que les capacités de piégeage des radicaux

libres, de chélation des métaux et de modulation des enzymes (Rodrigo et al., 2011).

e Piégeage des radicaux libres (scavenging effect): Les polyphénols peuvent piéger les
radicaux libres, empéchant ainsi la peroxydation des lipides (Boban et Modun, 2010). Les
polyphénols diminuent les taux tissulaires des ERO et du MDA (Fenercioglu et al., 2010).
Les flavonoides comme la catéchine ou la quercétine peuvent directement piéger les ERO,
tels que I’0,", le H,0, ou le HOCI. La quercétine, la myricétine et le kaempférol, sont les

flavonoides avec la plus grande activité de neutralisation des radicaux libres. Les polyphénols
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peuvent agir directement en capturant les électrons non appariés des ERO, génerant ainsi des
especes moins reactifs. Les flavonoides piegent les radicaux libres pour génerer le radical

flavine, qui est beaucoup moins réactif (Figure 12) (Quifiones et al., 2013).

O+
A OH
f _,OH R+ RH ﬁ/ S

o+ 0

OH
OH R+  RH

Fe2*+H,0, — Fe3+OH+OH-

Fe3*+H,0, —» Fe2*+O0H+OH*

Figure 12: (A) La formation du radical flavinique par I’effet scavenger des polyphénols sur
les radicaux libres. (B) Réaction de Fenton (Quifiones et al., 2013).

e Chelation des métaux de transition: Les polyphénols peuvent agir comme des
chélateurs des métaux de transition (Jayasena et al., 2013), et donc I’inhibition de la formation
des radicaux libres (Jomova et al., 2010). La chélation des métaux de transition tel que le Fe**
peut réduire directement la vitesse de la réaction de Fenton empéchant ainsi I’oxydation
provoquée par les radicaux hydroxyles hautement réactifs (Jayasena et al., 2013). Le
polyphénol épigallocatéchine gallate est un chélateur trés puissant des métaux de transition
tels que le cuivre et le fer, et inhibe ainsi plus de 90% des dommages de I’ADN (Mandel et
al., 2011). La quercétine chélate le fer intracellulaire, ce qui évite son effet catalysant la

formation des ERO. Les flavonoides présentent une capacité antioxydante trés élevée dans la
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peroxydation induite par les ions métalliques que dans la peroxydation induite par le radical
peroxyle. De plus, le nombre de groupements OH et leurs positions sur les cycles des

flavonols déterminent la capacité antioxydante de ces molécules (Rodrigo et al., 2011).

e Modulation des enzymes: Les polyphénols peuvent stimuler les enzymes
antioxydantes telles que la glutathion peroxydase, la catalase et la superoxyde dismutase, et
inhiber I’expression des enzymes impliquées dans la génération des radicaux libres telle que
la xanthine oxydase (Alvarez-Suarez et al., 2011). La stimulation de la SOD par le resvératrol
a été démontrée dans les cellules endotheliales et dans les myoblastes cardiaques. Le
resvératrol régule également la catalase et la glutathion peroxydase dans les segments
aortiques et dans les cellules des muscles lisses vasculaires (Quifiones et al., 2013). Cet effet
antioxydant empéche les dommages oxydatifs aux composants cellulaires importants et
conduit a une recherche sur les polyphénols comme vasodilatateurs, antithrombotiques, anti-
inflammatoires, anti-apoptotiques, hypolipémiants ou des agents anti-athérogénes (Jayasena et

al., 2013; Quifiones et al., 2013).

5.2.2. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des composés phénoliques a été démontrée dans de
nombreuses études in-vitro et in-vivo (Santangelo et al., 2007). Le stress oxydatif provoque
une augmentation des activités des enzymes telles que la cyclo-oxygénase (COX) et la
lipooxygénase (LPO) qui sont impliquées dans la libération des facteurs tels que les
interleukines et les chimiokines (Quifiones et al., 2013). Les polyphenols expriment une
activité anti-inflammatoire en modulant I’expression de ces génes pro-inflammatoires (COX,

LPO, NO synthases et plusieurs cytokines) (Capiralla et al., 2012).
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5.2.3. Activité anticancéreuse

Les polyphénols ont un potentiel a arréter la progression du cancer en modulant la
prolifération et en stimulant la mort cellulaire par un effet toxique direct ou par modulation de
I’expression de différents facteurs pro-apoptotiques (Link et al., 2010; Rodrigo et al., 2011;
Quifiones et al., 2013). Les flavanones peuvent étre efficaces contre la carcinogenese en
minimisant les dommages de I’ADN, le développement des tumeurs et la prolifération
cellulaire (Khan et al., 2014). En outre, d’autres flavonoides, comme la quercétine, ont des
effets anticancéreux par inhibition de la prolifération cellulaire et induction de I’apoptose

(Cardona et al., 2013).
5.2.4. Activité antidiabétique

Les polyphénols ont un effet contre le diabete de type 2 (DT2) par inhibition des
disaccharidases (a-amylase et a-glucosidase) dans la lumiere intestinale. Cela peut limiter la
digestion des polysaccharides dans I’alimentation, ce qui réduit donc I’absorption des sucres
simples. Les polyphénols peuvent également exercer des effets antidiabétiques importants en
améliorant I’absorption du glucose dans les muscles et les adipocytes (Hanhineva et al., 2010;
Anhé et al., 2013). Par exemple, la catéchine, qui a un effet hypoglycémiant di a une
inhibition de la a-glucosidase, la a-amylase et la sucrase (Rodrigo et al., 2011). Les
polyphénols peuvent également protéger les cellules B pancréatiques de la glucotoxicité et

peuvent améliorer la sécrétion d’insuline, minimisant ainsi le DT2 (Anhé et al., 2013).
5.2.5. La protection cardiovasculaire

Les polyphénols jouent un réle dans la protection du systéme cardio-vasculaire, grace a la
réduction du stress oxydatif et de I’inflammation qui sont impliqués dans les maladies
cardiovasculaires. Les polyphénols agissent a différents niveaux sur le systéme

cardiovasculaire, tels que la fonction endothéliale, I’athérosclérose et I’agrégation plaquettaire
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(Rodrigo et al, 2011). La naringine a un effet anti-athérosclérose en cas
d’hypercholestérolémie, ce qui peut conduire a la préservation de la paroi vasculaire (Chanet
et al., 2012a; 2012b). Les polyphenols sont également capables de fixer le LDL et
d’augmenter les taux des lipoproteines de haute densité (HDL). Une diminution du rapport
cholestérol total / HDL et une diminution du taux des triglycérides, fournissent une preuve
convaincante pour de nombreuses bénéfices des polyphénols contre les risques

cardiovasculaires (Scoditti et al., 2014).
4.2.6. D’autres effets biologiques des polyphénols

Les polyphénols alimentaires, peuvent aider a prévenir I’apparition de la maladie
d’Alzheimer (Pasinetti et al., 2015). lls possédent également des activités antibactériennes,
antifongiques et antivirales tres puissantes (Rodrigo et al., 2011), ainsi qu’un effet contre le
vieillissement (Xia et al., 2010) et certains effets sur les Iésions gastriques et hépatiques, la

protection de I’intestin et la stabilité des cellules rouges sanguines (Quifiones et al., 2013).

6. PRESENTATION DE LA PLANTE ETUDIEE: Paronychia argentea L.
6.1. Description et caractérisation

Paronychia argentea, appartenant a la famille des Caryophyllaceae, est une plante vivace
largement distribuée en Algérie, et elle est généralement connue comme le thé arabe (Sait et
al., 2015), ou le thé Algérien (Bouanani et al., 2010). C’est une plante herbacée de 30 a 50 cm
de long, pousse en tapis, articulée, allongée, pubescente par des poils courts (Braca et al.,
2008). Les feuilles, jusqu’a 5 mm de long et 2 mm de large, ne sont pas poilues, elles sont
lancéolées linéaires et parfois ovales avec des pointes aigués. Les lobes du calice sont de
forme oblongue avec des marges membraneuses a capuchon et se terminant par une aréte
aigués a la pointe. Les fleurs sont blanches-argentées et denses, mélangéees avec les feuilles,

en tétes latérales et terminales (Hamdan et Afifi, 2004; Afifi et al., 2005). La période de
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floraison de P. argentea a lieu de Avril a Juin. La plante pousse sur des sols secs, sableux et
graveleux, et préfere une exposition ensoleillée. Paronychia argentea provient de la péninsule
Ibérique, la France, la péninsule d’Appenin, la péninsule Balkanique, la Turquie, le Levant,

I’Asie du Sud-Ouest et I’ Afrique du Nord (Brickell, 2003; Erhardt et al., 2008).

6.2. Dénomination et taxonomie

Paronychia argentea a été deécrite et dénommée en 1805 par Jean-Baptiste Pierre Antoine
deMonet deLamarck (Brickell, 2003; Erhardt et al., 2008). Le nom Paronychia est dérivé du
nom composé grec ancien: mapwvoyio = [mapd : auprés ou voisin] + [6évu( : ongle], c’est-a-
dire abcés proche de I’ongle (la maladie du panaris), car la forme du calice de la plante est
semblable a un ongle. Le nom argentea est dérivé du nom latin: argenteus ou argentum =
d’argent (couleur argent, argenté) (Servais et Seba, 2014). Donc les noms communs de cette
plante sont comme suit: (Arabe: Kessaret lahdjar, Fettat lahdjar, Bsat elmoulouk) (Boudjelal
et al., 2013), (Francais: Herbe-au-panaris, Paronyque argentée, The arabe), (Anglais: Silver
Nailwort, Silvery Paronychia, Whitloewort, Mountain-knot-grass, Algerian Tea) (Servais et

Seba, 2014).

e Taxonomie de Paronychia argentea Lam.

Reégne: Plantae

Division: Magnoliophyta
Embranchement: Phanerogames
Sous Embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicotyledons

Ordre: Caryophyllales

Famille: Caryophyllaceae

Genre: Paronychia

Espéce: Paronychia argentea
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6.3. Propriétés biologiques et toxicité

P. argentea est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter ou prévenir plusieurs
maladies comme I’urolithiase (Boudjelal et al., 2013; Chaussemier et al., 2015). Ses parties
aériennes sont utilisées dans la médecine populaire Algérienne pour le traitement des
maladies rénales et le diabete (Goncgalves et al., 2013; Nawash et al., 2013; Sait et al., 2015).
Cette plante est également utilisée comme analgésique gastrique, et pour traiter les ulcéres de
I’estomac, I’anorexie, les flatulences, les maladies abdominales, les maladies de la vessie et de
la prostate, ainsi que les calculs rénaux et les douleurs cardiaques (Ferreira et al., 2006; Al-
Bakri et Afifi, 2007; Bouanani et al., 2010; Boudjelal et al., 2013; Gongalves et al., 2013; Sait

et al., 2015).

La protection rénale et les effets anti-urolithiasiques de P. argentea, ont été prouvés par
Bouanani et al. (2010). En 2014, Belarbi et ses collaborateurs ont constaté que P. argentea
agit comme un bon anti-précipitant du carbonate de calcium (CaCOs). Ce qui peut contribuer
a la validation de son utilisation médicinale pour traiter les calculs rénaux (Chaussemier et al.,
2015). D’autre part, Hamdan et Afifi (2004) et Sait et ses collaborateurs (2015) ont déemontré
que I’activité hypoglycémiante de cette plante est due a I’inhibition de la a-amylase par ses
différents flavonoides aglycones et glycosides. Plusieurs études ont également justifie
I’activité antioxydante des extraits alcooliques et agqueux de P. argentea en utilisant différents
tests antioxydants (Ferreira et al., 2006; Zama et al., 2007; Gongalves et al., 2013; Sait et al.,
2015). Par ailleurs, Al-Bakri et Afifi (2007), ont conclu que I’extrait éthanolique de
Paronychia argentea a montré une activité antimicrobienne élevée contre Bacillus subtilis, et

faible contre Escherichia coli.

Les analyses toxicologiques de P. argentea ont été effectuées par Bouanani et al. (2010)
dans des modeéles de rats. L’administration orale des extraits de P. argentea n’a pas provoqué

des altérations significatives dans presque tous les parameétres biochimiques et
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hématologiques chez les animaux traités. En outre, aucun symptdéme toxique ou déces n’a été
observé chez tous les animaux au cours des 14 jours de I’expérience. Par conséquent, la dose
létale minimale (DLsp) de I’extrait aqueux et butanolique de la partie aérienne de P. argentea

est supérieur a 2000 mg/kg et 40 mg/kg, respectivement (Bouanani et al., 2010).
6.4. Composition chimique

Les principaux constituants de I’extrait aqueux de P. argentea sont les flavonoides, les
composés phenoliques et les terpénoides (Al-Bakri et Afifi, 2007; Belarbi et al., 2014;
Chaussemier et al., 2015). Par contre, I’analyse phytochimique de cet extrait a montré
I’absence d’alcaloides (Al-Bakri et Afifi, 2007). En 2015, Sait et ses collaborateurs ont
analysé les flavonoides de la décoction de P. argentea, ils ont ainsi identifié onze composés,
et six d’entre eux ont été trouvés dans cette plante pour la premiere fois (la isorhamnétine, la
isorhamnétine-3-O-dihexoside, la quercétine, la quercétine-3-O-glucoside, la quercétine-
méthyl-éther-O-hexoside et la jaceosidine). La caractérisation des flavonoides de P. argentea
peut donc contribuer a la validation de ses utilisations en médecine traditionnelle (Sait et al.,

2015).
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériel biologique

La partie aérienne de la plante Paronychia argentea (Bsat elmoulouk) a été récoltée au
stade de floraison (Avril-Mai 2011) de la région montagneuse Ouled Rahmoune (Constantine)
(Figure 13), et identifiée par le professeur OUDJEHIH Bachir (Université El-Hadj Lakhdar,
Batna). Les échantillons ont été séchés a I’air pendant 10 jours a température ambiante, puis la
plante séchée (tiges, feuilles et fleurs) a été utilisée pour les analyses. Le lait bovin frais a été
obtenu d’une ferme des environs de Sétif pour I’extraction et la purification de la xanthine
oxydase. Des souris Swiss albinos males, dont le poids varie entre 20 et 30g, ont été obtenues
auprés du Laboratoire de Physiologie Animale, Université Constantine 1 (Constantine,
Algérie). lls ont été maintenus dans notre laboratoire a une température de 25 + 2 °C avec un
cycle de 12 h de lumiére/obscurité. lls ont été autorisés un acces libre a I’eau du robinet et a

leurs propres aliments commerciaux.

>

P AN

Figure 13: Photos de Paronychia argentea prises en période de floraison (Avril 2011). (A) la

partie aérienne, (B) la plante entiere.
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2. Méthodes

2.1. Extraction des polyphénols de Paronychia argentea

La partie aérienne (tiges, fleures et feuilles) de la plante P. argentea a €té bien nettoyée et
séchée a température ambiante, ensuite broyée afin d’obtenir une poudre. Cette poudre (5009)
a été ensuite macérer a température ambiante dans le méthanol (5 L) pendant 48 h, en remuant
de temps en temps (Nana et al., 2011). Le mélange résultant a été filtre, et le filtrat a eté
concentré par évaporation du méthanol a 40 °C sous pression réduite en utilisant un
évaporateur rotatif (BUCHI). L’extrait a été sécher pendant une nuit dans une étuve a 30 °C,

puis stocké jusqu’a utilisation.

D’autre part, I’extraction des polyphénols a été effectuée selon la méthode décrite par
Markham (1982), en utilisant des solvants organiques a polarité croissante (Figure 14). Le
broyat de P. argentea (100 g) a été additionné a 1 litre de méthanol / eau distillée (85/15 %),
le mélange a été soumis a une agitation pendant une nuit a 4 °C, puis laissé reposer quelques
heures, ensuite filtré. Le filtrat a été conservé a 4 °C alors que le précipité a été soumis a une
deuxieme extraction en suivant le méme protocole avec 1 litre de méthanol / eau distillée
(50/50 %). Le deuxiéme filtrat a été mélange avec le premier, et le mélange a été filtré pour la
derniere fois sur papier filtre et soumis a une évaporation rotative a 40 °C pour éliminer le
méthanol. L’extrait obtenu est considéré comme étant I’extrait brut (EBr). Un volume de 50
mL de I’EBr a été séché jusqu’a élimination de I’eau puis conservé jusqu’a son utilisation.
L’autre fraction de I’EBr a été initialement mélangée avec I’hexane et laissé décanter, et la
phase organique supérieure a été récupérée. L’extraction est refaite plusieurs fois jusqu’a ce
gue le solvant (hexane) devient transparent. L hexane est par la suite évaporé et I’extrait
résultant est considéré comme étant la fraction de I’hexane (EHx). La phase aqueuse

résiduelle est soumise a une autre extraction par le chloroforme, et enfin par I’acétate d’éthyle
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en suivant les mémes étapes que par I’hexane. Cing fractions sont ainsi obtenues; I’EBr,
I’EHX, la fraction du chloroforme (ECh), la fraction de I’acétate d’éthyle (EAC) et la fraction

aqueuse (EAQ) résiduelle. Les cing fractions ont été séchées et conservées jusqu’a

I’utilisation.
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Broyat de Paronychia argentea

- Extraction avec le méthanol
aqueux 85 %
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Figure 14: Etapes de I’extraction des polyphénols de P. argentea par la méthode de Markham
(1982). (EBr) extrait brut, (EHx) extrait d’hexane, (ECh) extrait du chloroforme,
(EAC) extrait d’acétate d’éthyle, (EAQ) extrait aqueux.
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2.2. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux dans les extraits de P. argentea ont été déterminés avec le reactif
de Folin-Ciocalteau selon la méthode de Li et al. (2007) avec une légére modification. En
bref, 0.1 mL de chaque extrait de P. argentea étaient bien mélangé avec 2.5 mL d’eau
distillée et 0.5 mL du réactif de Folin-Ciocalteu, aprés 5 min on a ajouté 1.0 mL de Na,CO;
(20%). Apres 1h d’incubation a température ambiante, I’absorbance a été mesurée a 760 nm.
La teneur en polyphénols totaux a été estimée a partir de I’éequation de régression de la
gamme d’étalonnage (Figure 15) établie avec I’acide gallique (0-160 ug/ml), et exprimée en
microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EQAG/mg d’extrait).

1,600 -

y=0,009x + 0,003
R?= 0,999

1,400 -

1,200 -
1,000 -
0,800 A

Absorbance

0,600 -
0,400 +
0,200 -

0,000 T T T 1
0 50 100 150 200

Concentration {pug/mL)
Figure 15: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Chaque point représente la moyenne +
SD (n =3).

2.3. Dosage des flavonoides

Les flavonoides des extraits de P. argentea ont été quantifiés par la méthode du
trichlorure d’aluminium basée sur la formation d’un complexe flavonoide-aluminium, ayant
une absorbance maximale a 430 nm (Bahorun et al., 1996): 1 mL de chaque échantillon

(préparés dans I’eau distillée ou dans le méthanol) avec des concentrations convenables, a été
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ajouté a 1 mL de la solution d’AlCl; (2 %, dans le méthanol). Apres 10 minutes d’incubation,
I’absorbance a été lue a 430 nm. La concentration des flavonoides dans chaque extrait a été
calculée a partir des courbes d’étalonnage établies avec la quercétine et la rutine (0-40 ug/mL)
(Figure 16), chacune a été préparée dans le méthanol, et exprimée en milligrammes

équivalents de querceétine ou de rutine par grammes d’extrait (mg EQ ou R/ g).

1,4 -
1,2 y=0,029x+ 0,026 Quercétine
R?= 0,995
1 4

L]
§ 0,8 4
2 y=0,014x+ 0,007
5 -
é 0,6 1 R*=0,998 Rutine

0,4 -

0,2 -

0 10 20 30 40 50

Concentration {ug/mL)

Figure 16: Courbes d’étalonnage de la quercétine et de la rutine. Chaque point des deux
courbes représente la moyenne + SD (n = 3).

2.4. Purification de la xanthine oxydase

La purification de la xanthine oxydase du lait bovin frais a été réalisée selon la méthode
de Baghiani et al. (2003); le lait bovin a été centrifugé a 5000 rotations par minute (rpm)
pendant 20 minutes. La creme flottante a été dissoute dans un volume double de phosphate de
potassium (K;HPO,, 0.2 M) contenant 1 mM d’EDTA et 5 mM de DTT. Le mélange a été
soumis a une agitation douce pendant 2 heures puis centrifugée a 6000 rpm pendant 20 min.
Le surnageant récupéré a éte filtré sur laine de verre et additionné progressivement de 15 %
(V/V) du butanol froid (-20 °C) et de sulfate d’ammonium 15 % (P/V), sous agitation douce

pendant 1 heure, puis centrifugé a 10000 rpm pendant 20 min. Apres filtration du surnageant
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sur laine de verre, la XOR a été précipitée par ajout progressif de sulfate d’ammonium 20 %
(P/V), sous agitation douce pendant 1 heure et 30 min, puis centrifugation a 11000 rpm
pendant 30 min. Le précipité (couche supérieure brunatre) a été récupéré doucement et
resuspendu dans un petit volume de tampon héparine (15-20 mL, NaH,PO, / Na,HPO, 25
mM, contenant 1 mM d’EDTA, pH 6.2), et dialysé contre ce méme tampon pendant une nuit
sous agitation. Afin d’eliminer les impuretés insolubles, le dialysat a été centrifugé a 18000
rpm pendant 60 min. Apres filtration a travers un filtre de 45 um de diamétre, le produit final

constitue I’extrait brut de la XOR.

L’extrait brut obtenu a été déposé sur une colonne chromatographique contenant un gel

d’héparine-agarose équilibré et lavée par le tampon héparine. La colonne a été ensuite lavee

par le méme tampon renfermant 0.1 M de NaCl. La XOR a été récupéree de la colonne par le

tampon héparine contenant 0.2 M de NaCl, et dialysée contre un tampon Bicine 50 mM, pH

8.3, pendant une nuit. Enfin, I’enzyme a été répartie en aliquotes de 0.5 mL et conservée a

-20 °C jusqu’a son utilisation.

Remarque: Toutes les étapes ont été effectuées a 4 °C.

2.4.1. Controle de pureté de la XOR

La pureté de I’enzyme purifiée a été estimée par électrophorese sur gel de polyacrylamide

en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE) et par le rapport protéine / flavine PFR

(Protein to Flavin Ratio), correspondant a la lecture de I’absorbance aux longueurs d’ondes

280 nm et 450 nm (Azsonm / Assonm). Une valeur 5 ou proche de 5 indique une grande pureté

(Bray, 1975).
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2.4.2. Electrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS

L’électrophorese sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) a été realisee selon la méthode
de Laemmli (1970): le gel de séparation (10 % d’acrylamide et 2.74 % de bis-acrylamide) a
été prépare dans un tampon Tris-HCI (0.125 M, pH 6.8) contenant 0.1 % de SDS (P/V) et
polymerisé par ajout de 0.042 % de N,N,N’N’ Tetramethylene diamine (TEMED) (V/V) et
0.1% de persulfate d’ammonium (P/V). Le gel de concentration a éte préparé dans le méme
tampon Tris-HCI (0.125 M, pH 6.8) contenant 0.1% de SDS (P/V) et polymérisé par ajout de
0.1% de TEMED (V/V) et 0.1% de persulfate d’ammonium (P/V). Les échantillons (XO,
environ 1 mg/ml) ainsi que les standards des poids moléculaires (1 mg/mL) ont été préparés
dans une solution échantillon constituée d’un tampon Tris-HCI (62.5 mM, pH 6.8), 2 % de
SDS (P/V), 20 % de glycérol (V/V) et 0.005 % de bleu de bromophénol (P/V). Ensuite, ils ont
été chauffes a 100 °C pendant 5 minutes. Les standards des poids moléculaires (Sigma)

utilisés sont de 29000 Da a 205000 Da.

La migration électrophorétique a été réalisée dans un tampon Tris-HCl (25 mM)
contenant 0.192 M de glycine et 0.1 % de SDS (P/V) par application d’un courant électrique
de 10 mA jusqu’a ce que les proteines pénetrent dans le gel de séparation, I’ampérage a éte
ensuite augmenté jusqu’a 37- 45 mA. Les proteines séparées ont été colorées pendant au
moins une heure dans une solution de bleu de Coomassie 0.2 % (P/V) contenant 10 % d’acide
acétique (V/V), 45 % de méthanol (V/V) dans de I’eau distillée. Le gel a été ensuite décoloré

par une solution d’acide acétique 5-10 % (V/V).

2.4.3. Estimation de I’activité enzymatique de la XOR

L’activité totale de la XOR a été estimée en suivant I’augmentation de la production de
I’acide urique & 295 nm, en présence de 100 uM de xanthine comme substrat de I’enzyme et

500 uM de NAD" comme accepteur d’électrons dissous dans un tampon Na-Bicine a pH 8.3
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(Baghiani et al., 2002). L’activité de la forme oxydase a été mesurée par la méme méthode

mais en absence de NAD™:

Activite enzymatique totale = activité de la XO + activité de la XDH

L’activité specifique de I’enzyme a été exprimé en nombre de nano mole d’acide urique

produit dans une minute par milligramme de I’enzyme (hmols / min / mg de protéine).

2.5. Activité antioxydante des extraits de P. argentea en utilisant des tests in-vitro

2.5.1. Effet inhibiteur de I’activite de la xanthine oxydase

L’effet inhibiteur des extraits de P. argentea sur I’activité de la XO a été étudié
spectrophotométriqguement en suivant la quantité de I’acide urique produit par oxydation de
100 uM de xanthine dissous dans un tampon phosphate de sodium saturé en O, (Na,HPQO, /
NaH,PO4, 50 mM, pH 7.4, contenant 0.1 mM d’EDTA), en présence de plusieurs
concentrations de chaque extrait de P. argentea (Boumerfeg et al., 2009). L’absorbance a éete
lue @ 295 nm, et I’activité inhibitrice de ces extraits a été comparée par rapport au standard
allopurinol qui est I’inhibiteur spécifique de la XO. Apres ajout de la XO, la réaction a éte
suivie pendant 60 secondes et I’activité inhibitrice des extraits de P. argentea a été exprimee

en pourcentage d’inhibition (I %) calcule ainsi:

1% = [(Ac— Ag) / Ac] x 100

Ac: absorbance en absence de I’extrait (controle négatif)

Ag: absorbance en présence de I’extrait

L’ICso de chaque extrait (concentration inhibitrice de 50 % de I’activité enzymatique) a

été par la suite calculée a partir de I’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en
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fonction de la concentration de I’inhibiteur (Y = a X + b). Elle a été exprimée en mg/mL et

comparee avec celle de I’allopurinol:

1Cs0 = (50— b) /a

2.5.2. Effet scavenger sur le radical superoxyde produit par la XO

L effet scavenger des extraits de P. argentea sur I’0O," produit par la XO a été déterminé
en suivant la réduction du cytochrome ¢ a 550 nm (Robak et Gryglewski, 1988). Le milieu
réactionnel a été composé d’un tampon phosphate de sodium (50 mM, pH 7.4, 0.1 mM
d’EDTA) bien saturé en oxygene aérien, contenant 100 uM de xanthine et 25 uM de
cytochrome ¢ et en présence de plusieurs concentrations de chacun des extraits de P.
argentea. La réaction est suivie pendant 60 secondes aprés ajout de la XO. La sensibilité de
la réaction a été évaluée en utilisant le superoxyde dismutase (SOD) des érythrocytes bovins
(330 U/mL). L’activité inhibitrice de la réduction du cytochrome c par les extraits de P.

argentea a été exprimée en pourcentage d’inhibition (I %) calculé ainsi:

1 % =[(Ac— Ag) / Ac] x 100

Ac: absorbance en absence de I’extrait (contr6le négatif)

Ag: absorbance en présence de I’extrait

L’1Cso de chaque extrait (concentration inhibitrice de la réduction de 50 % du cytochrome
C) a été par la suite calculée a partir de I’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration de I’extrait.
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2.5.3. Activité anti-radicalaire (scavenger) sur le radical DPPH

L’activité anti-radicalaire des différents extraits de P. argentea a été évaluée par le test de
DPPH (Boumerfeg et al., 2012) avec de légeres modifications. Cette méthode permet de
suivre spectrophotométriqguement la cinétique de décoloration de radical DPPH (2,2'-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette a 517 nm. Pour cela, 50 puL de chacune des
différentes concentrations des extraits ont été incubés avec 5 mL d’une solution méthanolique
de DPPH a 0.004 %. Apres une période d’incubation de 30 min, les absorbances a 517 nm ont
été enregistrées. Le BHT, la rutine, la quercétine, et I’acide gallique ont été utilisés comme
antioxydants de référence. Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par les extraits

de P. argentea a été calculé comme suit:

1% = [(Ac— Ag) / Ac] x 100

Ac: absorbance en absence de I’échantillon (contréle négatif)

Ag: absorbance en présence de I’échantillon

La concentration inhibitrice de 50 % du DPPH (ICs) de chaque extrait a été par la suite

calculée et exprimée en pg/mL et comparée avec celles des antioxydants de référence.

2.5.4. Test de p-caroténe/acide linoléique

L’activité antioxydante des extraits de P. argentea a été étudiée par le test de pB-
carotene/acide linoléique. Cette méthode est basée sur la capacité des extraits a inhiber la
formation des hydroperoxydes diene conjugués durant I’oxydation de I’acide linoléique
(Barriere et al., 2001; Aslan et al., 2006). Une solution de B-carotene/acide linoléique a été

préparée comme suit: premierement, 0.5 mg de B-caroténe a été dissous dans 1 ml de

-53-



chloroforme, ensuite 25 pL d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 ont été ajoutés. Le
chloroforme a été évaporé a 40 °C dans un rotavapor. 100 mL d’eau distillée saturee en
oxygene (pendant 30 min) ont été ajoutées au melange avec agitation vigoureuse. Le mélange
réactionnel a été par la suite aliquoté (2.5 mL) dans des tubes a essai, et 350 uL de chacun des
extraits préparés de P. argentea, de rutine ou d’acide gallique (2 mg/mL, dans I’eau distillée
ou dans le méthanol) ont été ajoutes. La méme procédure a été realisee avec le BHT (2
mg/mL) comme un contrdle positif et avec le méthanol et I’eau distillée comme des controles
négatifs. Les absorbances ont été lues a 490 nm, apres 1 heure, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 24h et 48 h
d’incubation a température ambiante & I’obscurité. Le pourcentage de I’activité antioxydante

(AA %) a eté calculé ainsi:

AA % = (Ae / Ac) x 100

Ag : absorbance en présence de I’extrait

Ac : absorbance en présence du contr6le positif BHT

Remarque: Les valeurs de AA % prises pour la comparaison sont ceux calculées a 24 h.

2.5.5. Evaluation du pouvoir réducteur par la technique de FRAP

Le pouvoir réducteur de chaque extrait a été déterminé en utilisant la méthode de FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) selon la procédure décrite initialement par Benzie et
Strain (1996) et modifiée par Pulido et ses collaborateurs (2000). Cette technique permet de

mesurer le pouvoir réducteur des antioxydants présents dans les extraits par leur capacité de
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réduire le fer ferrique en fer ferreux, et donc la transformation du complexe tripyridyl-triazine
ferrique (Fe**-TPTZ) en ferreux (Fe**-TPTZ) de couleur bleu & pH acide. Une solution du
réactif FRAP a éteé préparée en mélangeant 10 volumes du tampon acétate (300 mM d’acétate
de sodium, pH conduit a 3,6 par I’acide acétique) avec 1 volume de solution TPTZ (10 mM
dans 40 mM HCI) et 1 volume de solution FeCl; (20 mM). 900 pL du réactif FRAP
fraichement preparé, préalablement incubé a 37 °C, sont mélangés avec 90 pL d’eau distillée
et 30 pL des échantillons (les extraits de P. argentea, quercétine, rutine, acide gallique et
acide ascorbique, avec dilutions appropriées). L’augmentation de I’absorbance a 595 nm est
ensuite suivie pendant 30 minutes a 37 °C, les lectures a 4 min et a 30 min ont été
sélectionnées pour le calcul des valeurs de FRAP. Les lectures sont effectuées contre I’eau
distillée, et les absorbances du blanc du réactif (les 30 pL d’échantillon sont remplacés par de
I’eau distillée) et du blanc des échantillons (absorbances des échantillons avec dilutions
appropriée sans le réactif FRAP) sont soustraites de I’absorbance finale pour déterminer la
valeur de FRAP de I’échantillon. Une courbe standard (Figure 17) a été préparée en utilisant
différentes concentrations (100-2000 uM) de FeSO,.7H,0. Le parametre EC; (concentration
équivalente 1) est défini comme la concentration de I’antioxydant ayant une capacité
réductrice du Fe**-TPTZ équivalente & celle de 1 mM de FeSO.,7 H,0; c’est la concentration
de I’antioxydant donnant une augmentation dans I’absorbance a 595 nm equivalente a la
valeur théorique de I’absorbance donnée par une concentration de 1 mM du FeSO,4 déterminée

par I’équation de régression correspondante (Figure 17).
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Figure 17: Courbes d’étalonnage de FeSO,.7H,0 a 4 min et a 30 min. Les valeurs sont la
moyenne de deux mesures.

2.5.6. Chélation des ions ferreux

Le test de ferrozine a été réalisé selon la méthode de Le et ses collaborateurs (2007). Ce

test évalue la capacité des extraits & interagir avec le Fe?*, ce qui empéche la formation du
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complexe bleu-violet (Fe**-ferrozine). En bref, différentes concentrations des composés testés
(0.5 mL) ont été ajoutées a 0.1 mL de solution de FeCl, (0.6 mM dans H,0) et 0.9 mL de
methanol. Le controle négatif contient tous les reactifs, a I’exception de I’extrait. Le mélange
a été agité et laissé réagir a température ambiante pendant 5 min. La réaction a été initié par
I’addition de 0.1 mL de ferrozine (5 mM), et le mélange a été agité a nouveau et laissé réagir a
température ambiante pendant 10 min. L’absorbance du complexe coloré (Fe**-ferrozine) a
été ensuite mesurée a 562 nm contre un blanc contenant tous les réactifs sauf le ferrozine.
Une basse absorbance indique un grand pouvoir de chélation. L’EDTA, la quercétine et la
rutine ont été utilisés comme des chélateurs de référence. Le pourcentage de I’activité

chélatante (AC %) a été calculé comme suit:
AC % = [(Ac—Ag) / Ac] x 100
Ac: absorbance en absence de I’extrait (controle négatif)
Ag: absorbance en présence de I’extrait (échantillon)

Les valeurs de ICs; (concentration inhibitrice de 50 % de la formation du complexe Fe?*-
ferrozine) ont éeté par la suite calculées a partir de I’équation qui détermine le pourcentage de

chélation en fonction de la concentration de I’extrait.
2.5.7. Activité anti-hémolytique in-vitro en utilisant I’AAPH

L’activité anti-hémolytique a été mesuree selon la méthode de Girard et ses collaborateurs
(2006). L’AAPH (2,2'-azo-bis (2-amidinopropane) HCI) a été utilisé comme un générateur de
radicaux libres. L’AAPH se décompose en milieu aqueux et en présence de molécules
d’oxygeéne, il produits les radicaux peroxyles, afin de stimuler une serie d’oxydation
radicalaire des membranes des globules rouges. Le sang des souris utilisé dans ce test a été

obtenu par décapitation (souris males 25 a 30 g). Le sang a été collecté dans des tubes
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héparinés et centrifugé a 6000 rpm pendant 10 min, ensuite les globules rouges ont été lavés
trois fois par le tampon phosphate (NaHPO, 10 mM, pH 7.4, NaCl 125 mM). Dans une
plaque de microtitration 96 puits, 2% de la suspension d’érythrocytes (V/V dans le tampon
phosphate 300 mM, pH 7.4) ont été mélangés avec 80 pL du tampon phosphate, puis 20 puL
de chaque extrait de P. argentea ont été ajoutés a une concentration de 0.1 mg/mL. La plaque
a été ensuite incubée en présence ou en absence de 136 pL d’AAPH (300 mM) a 37 °C
pendant environ 4 heures et 30 min. La vitamine C a été utilisee comme antioxydant standard,
et le controle négatif a été réalisé par ’AAPH en absence des échantillons. Le taux
d’hémolyse a été determiné par la diminution de la densité optique mesurée a 620 nm avec un
lecteur de microplaques. Le pourcentage d’hémolyse (H %) a été calculé selon la relation

suivante:

H% = [(Ato— At / (Ato— Atgin)] * 100

Aty: absorbance au temps initial (O min)

At,: absorbance au temps x min

Atrin: absorbance au temps final (270 min)

La valeur de HTs (le temps nécessaire pour résister a 50% d’hémolyse des hématies) a

été par la suite calculée.

2.6. L’ activité anti-inflammatoire de P. argentea

2.6.1 Induction de la colite expérimentale par I’acide acétique chez les souris

La colite aigué a été induite par I’acide acétique selon la méthode de Rachmilewitz et al.
(2002), avec de légeres modifications. Brievement, apres une mise a jeun pendant 24 heures,

les souris ont été Iégerement anesthésiés avec de I’éther, et un cathéter métalique a ensuite été
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introduit soigneusement 4 cm dans le colon via I’anus. Un millilitre d’acide acétique (5%
VIV, dans le sérum salé a 0.9%) a été instillée lentement dans la lumiére du célon. Les
animaux ont ensuite maintenus dans une position de téte en bas pendant 30 s pour limiter
I’expulsion de la solution. Dans les animaux témoins normaux, les souris ont recu seulement

du sérum salé a 0.9% en utilisant la méme méthode.

2.6.2. Traitement des animaux

Les animaux ont été répartis en sept groupes constitués chacun de 12 animaux. Le groupe
1 normal contrdle (NC) a recu du serum salé a 0.9% (2 mL/kg, voie intra péritoniale) sans
induction de la colite, et le groupe 2 acide acétique contrdle (AAC) a recu du sérum salé a
0.9% (2 mL/kg, ip) 2 h apres induction de la colite, les groupes 3, 4, 5 et 6 ont recu I’extrait
méthanolique de Paronychia argentea (EMPA) de 50, 100, 200 et 500 mg/kg respectivement
2 h aprés induction de la colite. Et le dernier groupe a recu la sulfasalazine (SASP, 500
mg/kg) 2 h aprés induction de la colite. L’injection a été réalisée une fois par jour pendant 5

jours.

2.6.3. Sacrifice des animaux, prélevement des échantillons et préparation des

homogénats tissulaires

Dans le 6°™ jour, les animaux ont été anesthésiés avec de I’éther et le sang a été prélevé
par une ponction rétro-orbital, pour la mesure des marqueurs de I’inflammation: Vitesse de
Sédimentation des érythrocytes (VS, tube EDTA), protéine C-réactive (CRP, tube sec), et
Numeération-Formule Sanguine (FNS, tube EDTA). Les souris ont été ensuite sacrifiées par
dislocation cervicale. Le cOlon a été excisé depuis le ceecum jusqu’au rectum et séparé du

tissu adipeux adhérent. Deux centimetres ont été prélevés a la partie proximale, ouverts

longitudinalement, débarrassés des selles et nettoyés a I’aide du sérum salé froid, puis fixés
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sur un support cartonné, et rapidement plongées dans un fixateur (formol a 10%) en vue de

I’analyse histologique.

La partie restante du cdlon a été ouverte longitudinalement, débarrassée des selles encore
présentes et nettoyee a I’aide du sérum sale froid. Puis, ces échantillons du célon ont été
homogénéisés dans le KCI (1.15%) a raison de 10% (P/V) en utilisant un sonificateur-
homogénéisateur a ultrasons. Les homogeénats ont été centrifugés a 4000 rpm pendant 10 min
a 4 °C. Les surnageants ont été congelés a -20 °C jusqu’a leur utilisation pour la
détermination des protéines totaux et des parametres antioxydants (taux de MDA et de GSH,

activités de la SOD et CAT).

2.6.4. Observations générales et score clinique

La quantité de I’apport alimentaire pour chagque groupe a été surveillée quotidiennement
afin d’évaluer I’effet des différentes doses de I’lEMPA sur la capacité de consommation de
nourriture chez les souris malades. Ainsi que I’effet de cette plante sur la mobilité des souris
et leur qualité du pelage a été suivi durant tous les jours du traitement en comparant avec les

groupes témoins.

Le nombre de souris de chaque groupe a été comptabilisé chaque jour, et I’effet des
différentes doses de I’EMPA sur la survie des souris a été déterminé en calculant le

pourcentage de viabilité (V%) selon la formule suivante:

V% = (Njx/ Njo) x 100

Njx: nombre de souris a n’importe quel jour de traitement (jour x)

Njo: nombre initial de souris (au jour 0)
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La mesure du poids corporel des animaux, la consistance des selles, et le saignement
rectal, pour chaque groupe ont été enregistrés quotidiennement. Le score de chaque parametre
a éte déterminé selon Cooper et al. (1993) comme suit: variation de la perte du poids corporel
(0: aucune, 1: 1-5%, 2: 5-10%, 3: 10-20%, 4: > 20%), selles hémorragique (0: négative, 2:
saignement léger, 4: saignement important), et la consistance des selles (0: normal, 1 et 2:
selles molles, 3 et 4: diarrhée). L’indice d’activité de la maladie (IAM) a été calculé comme la
somme des trois scores précédents: la perte de poids, la consistance des selles et le saignement

du c6lon. Le pourcentage de perte du poids corporel (PPC%) a été calcule comme suit:

PPC% = [(Pjo— Pijx) / Pjo] x 100

Pjo: poids initial de la souris (au jour 0)

Pjx: poids de la souris a n’importe quel jour de traitement (jour x)

2.6.5. Score macroscopique

A la fin de I’expérience, les souris ont été sacrifiées et les cdlons ont été excisés. Avant la
fixation et I’homogénéisation du célon, sa longueur a été mesurée entre la jonction iléo-
caecale et le rectum proximale et son poids a ensuite été mesuré. Les cblons ont eté ouverts
longitudinalement et I’intensité des dommages coliques visibles ont été macroscopiquement
évalues, tel que I’augmentation de la largeur du célon et I’épaississement de sa paroi, ainsi
que le score des dommages macroscopiques qui a été attribué selon les criteres suivants: (O:
aucun changement macroscopique, 1 et 2: érytheme muqueux, érosion et ulcération légere, 3

et 4: ulcération grave, érosions séveres, cedeme) (Deshmukh et al., 2010).
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2.6.6. Effet de P. argentea sur les marqueurs de I’inflammation (VS, CRP, FNS)
2.6.6.1. Effet sur les valeurs de VS

La vitesse de sédimentation (VS) reste toujours un parameétre largement utilisé pour
déterminer la phase aigué de I’inflammation (Curvers et al., 2010). Le test permettant de
mesurer la VS a été décrit par Westergren (1921) et Fahraeus (1921), et il est bien connu
comme la methode de Westergren. Brievement, 0.8 mL (4 volumes) des échantillons de sang
de chaque groupe de souris, préleves dans des tubes contenant de ’EDTA (1 mg/mL de sang),
ont été mélangés avec 0.2 mL (1 volume) d’une solution de citrate de sodium (3.8%). Les
tubes de Westergren (pipettes graduees) ont été remplis avec le sang citraté, et placés
verticalement dans des supports. La vitesse de sédimentation des érythrocytes en mm/h a éte
observée aprés 1 heure puis 2 heures de temps, ensuite la moyenne de VS 1° heure et de VS

2°™ heure de chaque groupe de souris ont été comparées avec celles des autres groupes.
2.6.6.2. Effet sur les valeurs de CRP

La concentration de la CRP est déterminée selon les recommandations du fabricant
(SPINREACT) qui utilise la technique d’agglutination en porte (CRP-Latex), dans laquelle
les particules de latex recouvertes d’anticorps anti-CRP sont agglutinées par les molécules de
CRP présentes dans I’échantillon préleve. Ce qui permet de détecter la quantité de CRP dans
le sérum testé. Brievement, 50 pL des échantillons du sérum de chaque groupe de souris ont
été déposés sur les cercles des plaques-test. Une goutte (50 uL) du réactif CRP-latex a été par
la suite déposée a coté de chaque goutte précédente. Chaque deux gouttes (sérum / réactif) ont
été mélangées en rotation a I’aide d’une baguette, en essayant d’étendre le mélange sur toute
la surface intérieure du cercle. Aprés agitation durant 2 min, la présence ou I’absence
d’agglutination a été examinée a I’eil nu. L’absence d’agglutination montre une

concentration de CRP < 6 mg/L, tandis que la présence d’agglutination indique une
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concentration de CRP > 6 mg/L. Dans ce cas I’échantillon a été dilué avec du serum salé
(50%, 33%, 25%,...) et retesté a chaque fois jusqu’a I’obtention d’un resultat négatif (absence

d’agglutination), puis la concentration de CRP [CRP] a été calculée comme suit:

[CRP] =6 xn

n: le nombre de dilutions

2.6.6.3. Effet sur les valeurs de FNS

Les analyses de FNS des échantillons de sang de chaque groupe de souris, prélevés dans
des tubes contenant de ’EDTA (1 mg/mL de sang), ont été effectuées a I’aide d’un auto-
analyseur d’hématologie (Beckman coulter), au niveau du laboratoire d’analyses médicales de

I’hépital d’El-Khroub, Constantine.

2.6.7. Effet de P. argentea sur les parametres antioxydants (MDA, GSH, SOD, CAT)

2.6.7.1. Effet sur la péroxydation lipidique par le dosage du MDA dans le colon

Le degré de la peroxydation lipidiqgue a été évalué par la mesure du taux de
malondialdehyde (MDA) (Okhawa et al., 1979). En bref, une aliquote (0.5 mL) de
I’homogénat du colon a été ajouté a 0.5 mL de TCA a 20% et 1 mL de TBA a 0.67%. Le
mélange a ensuite été porté a ebullition pendant 15 min a 100 °C, puis refroidit
immédiatement dans de la glace, et ajouté a 4 mL de n-butanol. Apreés centrifugation a 3000
rpm pendant 15 min, I’absorbance du surnageant a été mesurée par le spectrophotometre a
530 nm. La quantit¢ de MDA a été calculée a partir de la courbe standard (Figure 18)
effectuée sous les mémes conditions avec une solution de 1,1,3,3-tetraethoxypropane (une
série de dilutions a partir d’une solution mére a 10 mM), et exprimée en nmol/g de tissus

colique.
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Figure 18: Courbe d’étalonnage du MDA. Les valeurs sont la moyenne de deux mesures.

2.6.7.2. Effet sur le taux de GSH dans le cbélon

Le dosage du GSH du célon a été déterminé en utilisant la méthode de Ellman (1959). Le
GSH dans I’homogeénat du tissu colique a été mesuré par sa réaction avec le réactif d’Ellman;
le 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). Pour la réaction, 0.5 mL de TCA a 10% ont
été ajoutés a 0.5 mL d’homogeénat du tissu colique. Le mélange a été agité de temps en temps
pendant 15 minutes. Chaque échantillon a ensuite été centrifugé (2000 rpm, 5 min) et le
surnageant résultant a été préleve pour I’estimation du taux de GSH. Un volume de
surnageant (0.2 mL) a été combinée avec 1.7 mL de tampon phosphate de potassium (0.1 M,
pH 8), puis 0.1 mL de DTNB a été ajouté, et I’intensité de la couleur jaune résultante a été

mesurée a 412 nm apres 5 min d’incubation a température ambiante.

Les concentrations de GSH ont été calculées en utilisant la courbe standard de GSH
(Figure 19) effectuee sous les mémes conditions (une série de dillutions a partir d’une

solution mere a 10 mM), et les résultats sont exprimés en pmol/g de tissus colique.
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Figure 19: Courbe d’étalonnage du GSH. Les valeurs sont la moyenne de deux mesures.

2.6.7.3. Effet sur I’activité de la SOD dans le c6lon

L’activité de la superoxyde dismutase a été déterminée comme il a été décrit par Misra et

Fridovich (1972) avec de légeres modifications. Brievement, 0.2 mL d’homogénat de tissu

colique a été ajouté a 2.5 mL de tampon carbonate (0.05 M, pH 10.2). La réaction a éte

déclenchée par addition de 0.3 mL d’adrénaline (0.3 mM) fraichement préparée. Une

augmentation de I’absorbance a été mesurée a 480 nm a tp puis toutes les 30 s pendant 150 s.

Une unité de I’activité de la SOD est définie comme I’inhibition de 50 % de I’auto-oxydation

de I’adrénaline en adénochrome en 1 min.

L’activité de I’enzyme a éte calculée selon I’équation suivante, et les résultats sont

exprimés en Ul/mg de proteines:

Activité SOD = [(AAc— AAg)/AAC x 100] / (nx50)

AAc: différence d’absorbance dans 1 min en absence de I’homogénat (contrdle négatif)

AAg: différence d’absorbance dans 1 min en présence de I’homogénat (échantillon)

n: quantité en mg de protéines dans le volume d’échantillon utilisé
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2.6.7.4. Effet sur I’activiteé de la catalase (CAT) dans le cdlon

Le dosage de I’activité de la catalase a été basé sur la capacité de la CAT de provoquer la
disparition du H,O, selon la méthode décrite par Claiborne (1985). Le mélange réactionnel
contenait 50 pL d’homogénat et 2.95 mL de H,0, (0.019 M, dans le tampon phosphate de
potassium a 0.1 M, pH 7.4), et I’absorbance a été lue a 240 nm a t, puis aprés chaque 1 min

pendant 2 min en utilisant un spectrophotomeétre UV-visible.

L’activité de la CAT est exprimee en Ul/mg protéines. Une unité de I’activité de la CAT a

été calculée en utilisant la formule suivante:
Activité CAT = [(2.303/AT) x log (A1/A2)] /' n
AT: intervalle de temps (1 min)
Al: absorbance dans le premier temps
A2: absorbance aprés 1 min a partir du premier temps

n: quantité en mg de protéines dans le volume d’échantillon utilisé

e Détermination quantitative des proteines totales dans le célon

La concentration en protéines dans les échantillons du c6lon a été mesurée, selon les
recommandations du fabricant (SPINREACT), a I’aide du réactif de biuret contenant le
sulfate de cuivre (Gornall et al., 1949) et en utilisant I’albumine sérique bovine (BSA) comme
étalon possédant une concentration connue en protéines (7 g/dL). Les protéines donnent une
couleur violette-bleue avec le sulfate de cuivre dans un milieu alcalin. En bref, 25 pL de
I”’homogénat du tissu colique pour chaque groupe de souris ou de I’étalon BSA ont été ajoutés
a 1 mL du réactif de biuret. Le mélange a été agité puis incubé pendant 5 minutes a 37 °C.
L’intensité de la coloration formée a été mesurée spectrophotométriquement a 540 nm contre

un blanc contenant uniquement le réactif.
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La concentration de protéeines totales dans I’échantillon a été calculée selon I’équation

suivante, et les résultats sont exprimés en g/dL de I’échantillon:

PT = (AE/ ABSA) x 7

Ag: absorbance en présence de I’échantiollon

Agsa: absorbance en présence de I’étalon BSA

7: concentration en g/dL de protéines dans I’étalon BSA

2.6.8. Analyse histologique du célon

Pour I’examen histologique, les c6lons fixés dans du formol 10% ont été déposés dans des
cassettes en plastique. Puis lancés dans un automate d’infiltration tissulaire equipé par 6 bacs
d’éthanol (déshydratation des échantillons car la paraffine utilisée pour I’inclusion n’est pas
miscible a I’eau), 3 bacs de xylene (solvant de la paraffine pour le nettoyage et
I’éclaircissement des echantillons) et 2 bacs de paraffine fondue (solidification des
échantillons). Aprés la saturation des échantillons par la paraffine fondue, on passe a
I’inclusion définitive en utilisant une station d’inclusion a la paraffine liquide dans de petits
moules métalliques a fond plat qui servent a donner des blocs de paraffine solide contenant les
tissus apres refroidissement a -20 °C. Ensuite coupés a 5 um d’épaisseur a I’aide d’un
microtome rotatif. Les coupes réalisées sont placées dans un bain d’éthanol aqueux a 50%,
puis colées sur des lames en verre dans un bain d’eau gélatineuse (liquide d’étalement), et
déposées sur une plaque chauffante a 50 °C permettant le collage des coupes sur la lame.

Ensuite, les lames ont été séchées dans une étuve a 37°C pendant une nuit.

Pour la coloration, les lames ont été lancées dans un automate de coloration contenant 6

bacs de xyléne (déparaffinage), 4 bacs d’éthanol (réhydratation), 1 bac d’eau (ringage), 1 bac
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d’hématoxyline (coloration des noyaux en bleu), 1 bac d’eau (rincage), 1 bac d’éosine
(coloration du cytoplasme en rose), 2 bacs d’eau (ringage), 3 bacs d’éthanol (déshydratation)
et 3 bacs de xylene (éclaircissement), en restant 2 minutes dans chaque bac. Les lames ont
ensuite été séchées a I’air et conservées a température ambiante. Enfin, les lames ont été lues

a I’aide d’un microscope optique.

Cette etude histologique a été réalisée au niveau du laboratoire d’anatomie-pathologique

du CHU de Sétif.

2.7. Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type (SD), et en moyenne + erreur
standard de la moyenne (SEM). Dans cette étude, I’analyse statistique a été réalisée a I’aide
du logiciel GraphPad Prism 6 Demo, en utilisant le test-t de « Student » pour la signification,
et I’analyse de variance (ANOVA) suivie d’un test de « Dunnet » ont été effectues pour la
comparaison des effets multiples des différents extraits. Les valeurs de p inférieure a 0.05 ont

été considéreées statistiquement significatives.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Extraction des composes phénoliques de P. argentea et dosage des polyphénols totaux

et des flavonoides

L’extraction des composés phénoliques de P. argentea a été effectuée par des solvants
organiques a partir d’une poudre végétale selon la méthode de Nana et al. (2011) pour obtenir
I’extrait méthanolique, et la méthode de Markham (1982) pour obtenir les fractions de cet

extrait.

Le calcule des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale a montré que
I’EAQ et I’EBr représentent les rendements les plus élevés (11.27 £ 1.83 % et 10.97 £ 0.63 %,
respectivement), tandis que les autres extraits (EAc, EHx et ECh) affichent des rendements
plus faibles qui sont de 14, 35 et 52 fois respectivement inférieurs a celui de I’EBr (Tableau

3).

Selon Markham (1982), les composés que pourraient contenir les différents extraits
préparés seraient comme suit: I’extrait méthonolique brut peut contenir des flavonoides, des
aminoacides, des terpenes, des cires et des tannins, suivi de I’extrait d’hexane qui est en
générale constitué de lipides et de flavonoides aglycones hautement méthoxylés, ensuite
I’extrait du chloroforme qui est plus riche en flavonoides aglycones, puis I’extrait d’acétate
d’éthyle qui contient les flavonoides glycosylés en particulier mono, di et tri-glycosylés et

enfin I’extrait aqueux qui peut étre constitué des flavonoides les plus polaires (di, tri et tetra-

glycosylés).
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Les composés phénoliques (acides phénoligues, tannins et flavonoides) forment le groupe
des composés phytochimiques le plus important des plantes (Beta et al., 2005). Et comme la
majorité des effets pharmacologiques des plantes est di a ces substances, un dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides des trois extraits (EBr, ECh et EAc) de P. argentea a

été effectué.

Les polypheénols totaux dans ces extraits sont dosés selon la méthode de Folin-Ciocalteau
utilisant I’acide galligue comme un composé phénolique standard. D’apres les résultats
présentés dans le Tableau 3, I’EACc est le plus riche en polyphénols (525.79 + 0.79 mg EAG/
g E), par contre I’EBr et I’ECh contiennent presque la moitié de cette quantité de polyphénols.
La détermination des taux des flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium révéle
que ’EAc represente également la fraction la plus riche en flavonoides avec une teneur
(194.19 £ 8.62 mg EQ / g E) presque 5 et 15 fois supérieur a celles trouvées dans I’ECh et
I’EBr, respectivement (Tableau 3). Si les calcules sont effectués a partir de la courbe
d’étalonnage de la rutine, la concentration des flavonoides dans ces extraits est doublée

(Tableau 3).

Tableau 3: Les rendements des extraits de Paronychia argentea et ses teneurs en polyphénols

totaux et en flavonides.

_ Rendement Polyphénols Flavonoides
Les extraits (%) totaux
(mgEAG/g E) mgEQ/QgE mgER/gE
EBr 10.971 +0.637 217.463+0.87 13.349+0.562  26.765 + 0.837
EHX 0.314 £ 0.097 nd nd nd
ECh 0.212+0.015 211.444+0.778 38.621+1.303 87.717 +£1.811
EAC 0.786 +£0.175  525.796 + 0.796 194.193 £8.622 382.176 + 4.74
EAQ 11.271 +1.831 nd nd nd

nd : non déterminé. Chaque valeur représente la moyenne £ SEM (n = 3).
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2. Purification, contréle de pureté et estimation de I’activité enzymatique de la xanthine

oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase (XOR) a été purifiée a partir du lait bovin frais selon la

procédure décrite par Baghiani et al. (2003), par une série de centrifugation puis précipitation

au sulfate d’ammonium, suivie d’une séparation par chromatographie d’affinité sur colonne

(héparine-agarose). Le lait bovin a abouti environ 23.21 mg de XOR par litre, ce qui est

comparable a la quantité (20.32 mg/mL) déclarée par Baghiani et al. (2003).

La pureté de I’enzyme a été estimée par la détermination de la valeur du PFR, et

confirmée par électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyl

sulfate (SDS-PAGE). La XOR fraichement purifiée présente un spectre d’absorption

ultraviolet-visible (UV-Vis) avec trois pics mageurs a 280, 325, 450 nm (Figure 20a), avec

un rapport A280/A450 (rapport protéine/flavine, PFR) de 5.15, ce qui indique un degré de

pureté élevé (Bray, 1975). Ces resultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature

(Benboubetra et al., 2004; Baghiani et al., 2011). L enzyme purifiée a montré une seule bande

principale (Figure 20b) d’approximativement 150 kDa de poids moléculaire apres une SDS-

PAGE, ce qui est comparable aux résultats rapportés par Baghiani et al. (2003), Atmani et al.

(2004) et Baghiani et al. (2011).
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Figure 20: Spectre d’absorption UV-Vis (a) et électrophorese (SDS-PAGE) (b) de la XO
purifiée. (1): XO pure (150000 Da), (2): Standards des poids moléculaires
(Myosin 200 000; p-galactosidase 116 000; Phosphorylase b 97 400; Serum
albumin 66 000; Ovalbumin 45000; Carbonic anhydrase 31 000, Trypsin
inhibitor 21 500 et Lysozyme 14 000 Da).
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L’activité totale de la XOR (Tableau 4) a été estimée en présence de xanthine comme un
substrat donneur d’électrons et de NAD* comme un accepteur d’électrons, et I’activité de la
forme oxydase a été mesurée par la méme méthode mais en absence de NAD®, et le
pourcentage de la forme oxydase a été par la suite calculé. La forme oxydase de I’enzyme
purifiée a montré une activité de 1988.55 nmol / min / mg de protéine, et I’enzyme obtenue
est en grande partie (plus de 90%) sous la forme oxydase (Tableau 4). Ces résultats sont

similaires a ceux rapportés par Baghiani et al. (2003; 2012).

Tableau 4: Purification de la xanthine oxydoréductase (XOR) a partir du lait bovin frais.

Activité (nmol/min/mg protéine)* Pourcentage

Papport
de la forme Protéine/Flavine
Totale Forme oxydase oxydase (X0O) PER
(XDH+XO0) (X0O) (%) (PFR)
2055.05 1988.55 91.89 5.15

* L’activité totale et I’activité de la forme oxydase ont été calculées en suivant la
production de I’acide urique en présence et en absence de 500 uM de NAD"

respectivement, et 100 uM de xanthine dans un tampon Na-bicine a pH 8.3.

3. L’activité antioxydante des extraits de P. argentea en utilisant des tests in-vitro

3.1. Effet inhibiteur de I’activité de la xanthine oxydase

L’effet des extraits de P. argentea sur la conversion metabolique de la xanthine en acide
urique a éte etudié. Les resultats démontrent que tous les extraits ont exercé une inhibition de
I’activité de la XO trés significative (p < 0.0001) et d’une maniére concentration-dépendante

(Figure 21).
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Figure 21: Effet inhibiteur des extraits de P. argentea sur I’activité de la XO. Chaque point
représente la moyenne + SD (n = 3).

Les valeurs de ICsq des différents extraits (Figure 22) montrent que I’ECh semble avoir
I’effet inhibiteur le plus puissant, parmi les trois extraits, avec une ICsp de 0.013 + 0.00008
mg/mL, suivi par I’EAc et I’EBr respectivement. D’autre part, I’'ECh et I’'EAc ont un effet
presque 3 et 10 fois respectivement inférieur a celui de I’allopurinol, alors que I’EBr est
presque 65 fois plus faible. La présence des polyphénols et des flavonoides dans I’extrait
contribue a I’inhibition de la xanthine oxydase (Abdullahi et al., 2012; Kilani-Jaziri et al.,
2014). Donc, I’effet inhibiteur le plus élévé de I’extrait d’acétate d’éthyle et du chloroforme

par rapport a celui de I’extrait brut est dd a leur richesse en polyphénols et en flavonoides.

0.3

0.24

IC50 (mg/mL)

0.1+

0.0-
Allopurinol EBr ECh EAC

Figure 22: Les concentrations des extraits de P. argentea et de I’allopurinol qui inhibent 50%
de I’activité de la XO. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).
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En plus du facteur quantitatif, la qualité des flavonoides présents dans chaque extrait peut
déterminer I’effet inhibiteur. Cos et ses collaborateurs (1998) ont détermine la relation entre la
structure chimique des flavonoides et leurs activités inhibitrices de la XO. Ils ont montré que
la présence de la double liaison entre les carbones C2 et C3 et I’absence du groupement
hydroxyle en C3 des flavonoides augmentent leur activité inhibitrice. 1ls ont aussi montré que
les flavonoides glycosylés ont des activités inférieures a celles des flavonoides non
glycosylés; par exemple, la rutine est presque dix fois moins active que la quercétine. Donc la
richesse de I’ECh de P. argentea en flavonoides aglycones pourrait étre a I’origine de son
effet inhibiteur le plus puissant. Ces résultats sont relativement en accord avec ceux de
Baghiani et al. (2010; 2012) dans leurs études sur les plantes Capparis spinosa et Carthamus

caeruleus respectivement, ou I’ECh et I’EAc ont un effet inhibiteur plus puissant que I’EBr.

Comme la XO joue un réle critique dans I’hyperuricémie et la goutte, ainsi que dans les
maladies cardiovasculaires, les inhibiteurs de la XO sont considérés comme des médicaments
efficaces pour controler ces problémes de santé liés a I’acide urique (Lu et al., 2013; Li et al.,
2014). Bien que I’allopurinol est le médicament le plus couramment utilisé comme un
inhibiteur de la XO, on estime qu’environ 5% des patients sont incapables de tolérer ses effets
indésirables, ceux-ci comprennent I’irritation gastro-intestinale, la suppression de la moelle
osseuse, la fievre, la détérioration de la fonction rénale et les syndromes d’hypersensibilité
allant de la simple éruption cutanée a des conditions menacant la vie dans lesquelles les
patients développent une nécrolyse épidermique toxique (Lin et al., 2014). Donc, en raison
des limitations des médicaments disponibles inhibiteurs de la XO, le développement de
nouveaux médicaments avec une activité thérapeutique accrue et moins d’effets secondaires
est un domaine de recherche tres actif (Lu et al., 2013). Par conséquent, les extraits de P.
argentea qui sont des inhibiteurs trés puissants de la XO, peuvent étre utilisés comme

traitement des maladies liées a cette enzyme.
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3.2. Effet scavenger sur le radical superoxyde produit par la XO

En prenant en compte que I’effet inhibiteur sur I’enzyme XO elle-méme conduit
également a une diminution de la réduction du cyt ¢ (Valentao et al., 2001), la capacité des
différents extraits de P. argentea a piéger les radicaux superoxydes a été déterminé en suivant
la réduction du cytochrome ¢ (cyt ¢*®) & 550 nm selon la procédure développée par Robak
et Gryglewski (1988). Les résultats ont montré que tous les extraits de P. argentea inhibent la
réduction du cyt ¢ de facon significative et d’une maniére dose-dépendante (p < 0.0001)

(Figure 23).
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Figure 23: Effet inhibiteur de la réduction du cyt ¢ par I’O," produit par la XO des extraits de
P. argentea. Chaque point représente la moyenne = SD (n = 3).

Les résultats des ICsq des trois extraits de P. argentea sont représentés dans la Figure 24.
En faisant une comparaison entre ces extraits, I’ECh a la capacité la plus forte a inhiber la
réduction du cyt ¢ par I’O," produit par la XO avec une 1Cso= 0.092 + 0.00014 mg/mL, suivi
par I’EAc et I’EBr. Dans cette I’étude la SOD (330 U/mL), qui a été utiliser comme standard

piégeur du radical superoxyde, a totalement inhibé la réduction du cyt c.
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Figure 24: Les concentrations des extraits de P. argentea qui inhibent la réduction de 50% du
cyt ¢ par le superoxyde produit par la XO (effet scavenger). Chaque valeur

représente la moyenne + SD (n = 3).
Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques sont directement liées a leurs
structures. La présence des groupements hydroxyles et des doubles liaisons carbone-carbone
dans certaines positions améliore leur effet scavenger (Cos et al., 1998; Dugas et al., 2000;

Balan et al., 2014). Ainsi, il est possible que les propriétés antioxydantes des extraits de P.

argentea sont causées par la présence des polyphénols et des flavonoides.

L’inhibition de la réduction du cyt ¢ est di a I’effet inhibiteur de la XO et/ou I’effet
scavenger de O," produit par cette enzyme (Valentao et al., 2002). Cos et ses collégues (1998)
ont montré que si les valeurs de 1Cso pour I’effet scavenger sur I’O,™ sont inférieures a celles
de I’inhibition de la production d’acide urique, cela indique que les extraits ont un effet
inhibiteur de I’activité de la XO avec un effet scavenger supplémentaire sur le radical O;".
Dans notre étude, I’ECh et I’EAc présentent des valeurs de ICso de la réduction du cyt ¢
supérieurs a ceux de I’inhibition de la XO (Figure 25), donc I’inhibition de la réduction du
cyt ¢ par ces extraits est dle a I’effet inhibiteur de la XO et a un effet scavenger tres faible sur
le O,". Alors que I’EBr a une ICs de la réduction du cyt ¢ a peu preés identique a celle de

I’inhibition de la XO (Figure 25); par conséquent, il est considéré comme antioxydant
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uniquement en raison de sa capacité a inhiber la XO mais pas en tant que piégeur des radicaux

superoxydes.
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Figure 25: Les concentrations des extraits de Paronychia argentea qui inhibent 50% de
I’activité de la XO en comparaison avec celles qui inhibent la réduction de 50%
du cyt ¢ par I’O," produit par cette enzyme. Chaque valeur représente la moyenne
+ SD (n =3).

3.3. Activité anti-radicalaire (scavenger) sur le radical DPPH

Le DPPH a été largement utilise comme un radical libre pour étudier la capacité des
extraits des plantes d’agir comme piégeurs de radicaux libres (Khled-Khodja et al., 2014). En
général, les antioxydants réagissent avec le DPPH (2,2'-diphényl-1-picryle hydrazyle), qui est
un radical de couleur violette foncée et avec une absorption caractéristique a 517 nm, et le
convertir en 2,2'-diphényl-1-picryle hydrazine (de couleur jaune), cette propriété est due a la
capacité de I’antioxydant a donner les atomes d’hydrogéne en rythme tres rapide (Figure 26)

(Hajlaoui et al., 2010; Sethiya et al., 2014).
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Figure 26: La réduction du DPPH par un antioxydant, d’aprés Molyneux (2004).

La capacité de don d’hydrogene des trois extraits de P. argentea a été mesurée a partir de
la décoloration de la solution méthanolique du DPPH. Le degré du changement de couleur
indique le potentiel de piégeage de nos extraits. Les résultats ont montré que ces extraits
présentent un effet scavenger trés significatif (p <0.0001) sur le radical DPPH et d’une

maniere dose-dépendante, comme le montre la Figure 27.
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Figure 27: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en présence de différentes
concentrations des extraits de P. argentea (effet scavenger). Chaque point
représente la moyenne = SD (n = 3). *** p < 0.0001, comparant avec le contréle

en absence des extraits.
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La valeur d’ICs la plus faible indique I’effet scavenger le plus fort. Donc, basant sur les
valeurs calculées de 1Csy présentées dans la Figure 28, I’ordre de I’effet scavenger sur le
radical DPPH est comme suit: ECh < EBr < EAc. Comparant avec le BHT (ICso = 20.717 +
0.162 pg/mL), 'EACc et I’EBr sont plus efficaces (p < 0.0001). Les composés phénoliques de
référence (acide gallique, quercétine et rutine) possedent une activité anti-radicalaire tres
élevée et supérieure a celle du BHT, dont le plus actif est I’acide gallique avec une ICs de
0.59 + 0.01 pg/mL, ensuite la quercétine et la rutine. Par contre, ’ECh qui est plus riche en

flavonoides que I’EBr, représente I’effet scavenger le plus faible (Figure 28).
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Figure 28: Les concentrations des extraits de P. argentea et des standadrs qui inhibent 50%
du radical DPPH (effet scavenger). (BHT, R: rutin, Q: quercétine et AG: acide
gallique). Chaque valeur représente la moyenne £ SD (n = 3).

D’apres les résultats, I’extrait qui présente une forte activité antioxydante posséde une
teneur élevée en polyphénols. 1l a été prouvé que les composés phénoliques présents dans les

plantes sont principalement responsables de I’effet scavenger des radicaux libres (Amessis-
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Ouchemoukh et al., 2014). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par d’autres
chercheurs (Custddio et al., 2015) qui ont rapporte une corrélation significative entre la teneur
en polyphenols totaux et I’effet scavenger des extraits de Quercus suber sur le radical DPPH.
D’autre part, malgré qu’il n’y a pas une grande différence entre le contenu en polyphénols de
I’EBr et de I’ECh, mais I’EBr présente un effet antiradicalaire plus élevé que celui de I’ECh,
cela peut étre di a la nature des composes phénoliques ou d’autres produits présents dans

I’EBr.

3.4. Test de p-caroténe / acide linoléique

Dans ce systeme, les radicaux libres produits par I’oxydation de I’acide linoléique,
provoquent 1’oxydation du B-caroténe hautement insaturées ce qui conduit a sa décoloration,
(Prior et al., 2005). La présence des antioxydants dans 1’extrait minimise 1’oxydation du -
carotene et conserve sa couleur (Tepe et al., 2005). Les résultats des pourcentages de I’activite
antioxydante en fonction du temps sont représentés dans la Figure 29. Ces résultats montrent
que tous les extraits de P. argentea inhibent 1’oxydation du B-caroténe de fagon tres
significative (p < 0.0001) durant les 48 heures de I’expérience, et que I’activité antioxydante

de ces extraits est plus élevée que celle des antioxydants standards rutine et acide gallique.
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Figure 29: Activité antioxydante des extraits de P. argentea, des antioxydants standards
(BHT, R: rutine, AG: acide gallique) et des blancs (MeOH: méthanol, et H,0)
par le test de B-caroténe / acide linoléique pendant 48 heures. Chaque point
représente la moyenne + SEM (n = 3).

L’EAc et I’ECh ont présenté les pourcentages d’inhibition de I’oxydation du p-carotene
les plus élevés (84.36 + 0.33 % et 82.60 + 0.51 %, respectivement), et ces valeurs ne sont pas
loins de celle du BHT (95.94 + 0.019 %), aprés 24 heures d’incubation. Tandis que I’EBr a
montré une valeur relativement inferieure a celles des deux autres extraits (Figure 30). Dans
le test de blanchiment du B-caroténe, I’acide linoléique produit des hydroperoxydes comme
des radicaux libres au cours de I’incubation, les antioxydants présents dans les extraits
peuvent arréter ’oxydation et le blanchiment du [-caroténe par neutralisation de ces
hydroperoxydes et d’autres radicaux libres formés dans le systeme (Jayaprakasha et al., 2001,
Tepe et al., 2005; Baghiani et al., 2012). Selon Ourique da Silva et ses collaborateurs (2015),
cet effet est di soit a la neutralisation des radicaux libres (hydroperoxydes) produits au cours
de la peroxydation de I’acide linoléique (effet scavenger), ou a I’inhibition de I’oxydation de

I’acide linoléique, ce qui donc détermine la capacité de ces extraits a inhiber la peroxydation

des lipides.
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Figure 30: Activité antioxydante (& 24 h) des extraits de P. argentea, des antioxydants
standards (BHT, R: rutine, AG: acide gallique) et des blancs (MeOH: méthanol,
et H,0) par le test de B-caroténe / acide linoléique. Chaque valeur représente la
moyenne + SEM (n = 3). *** p < 0.0001, comparant avec le contrdle en absence
des extraits (les blancs).

Sethiya et ses collegues (2014) ont montré que I’activité antioxydante des extraits des
plantes est due a leurs teneurs en polyphénols et en flavonoides. D’autre part, les résultats
obtenus par Amessis-Ouchemoukh et ses collaborateurs (2014) indiquent que les antioxydants
lipophiles sont plus importants, car ils sont solubles dans les lipides, inhibant ainsi la
formation des radicaux lipidiques et empéchant I’oxydation du p-carotene. Dans notre étude,

les extraits les plus riches en polyphénols sont I’EAc et I’ECh, donc il ya une bonne

corrélation entre leur activité antioxydante et le contenu en polyphénols.
3.5. Evaluation du pouvoir réducteur par la technique de FRAP

La méthode de FRAP est basée sur la réduction du complexe tripyridyltriazine ferrique
(Fe**-TPTZ) a la forme colorée tripyridyltriazine ferreux (Fe**-TPTZ) a faible pH (Routray et
Orsat, 2014). Dans I’étude présente, on a observé que la réduction du complexe TPTZ-

ferrique n’est pas compléte apres 4 min et la plupart des composés montrent une
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augmentation constante de I’absorbance en fonction du temps, donc on a prolongé le temps de
réaction a 30 min. Comme le montre la Figure 31, tous les extraits ont doublé leurs
absorbances aprés 30 min de réaction. Ces augmentations des absorbances ne sont pas causées
par des altérations du mélange réactionnel en fonction du temps, parce que les échantillons
blancs n’ont montré aucune modification significative de leur absorbance initiale. Le test de
FRAP est basé sur I’hypothese que I’oxydoréduction procéde si rapidement que toutes les
réactions sont terminées en moins de 4 et 6 minutes, mais en pratique, cela n’est pas toujours
le cas (Ou et al., 2002). Bolling et ses collegues (2010) ont mesuré le pouvoir réducteur du
fer ferrique des extraits des amandes de la Californie, I’absorbance a été augmentée

lentement, méme aprés 1 heure de temps de reaction.
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Figure 31: Cinétique de la réduction du Fe**-TPTZ en Fe**-TPTZ par les extraits de P.
argentea a 4 min et a 30 min. Chaque point représente la moyenne £ SD (n = 2).

La concentration équivalente 1 ou ECy, calculée dans cette étude, est la concentration de
I’antioxydant ayant une capacité réductrice du TPTZ ferrique équivalente a celle du
FeS0,.7H,0 a 1 mM. Les valeurs d’EC; faibles montrent le pouvoir réducteur élevé. Toutes

les valeurs d’EC; a 4 min sont inférieures a celles a 30 min (Figure 32). Par conséquent la
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capacité réductrice est faible a de plus longues durées de réaction. Que ce soit a 4 min ou a 30
min, tous les extraits de P. argentea présentent un pouvoir réducteur supérieur a celui des
standards utilisés: acide gallique, quercétine, rutine et acide ascorbique (p < 0.0001). Malgreé
que le pouvoir reducteur le plus faible des extraits de cette plante a été observé pour I’'ECh
avec une EC; (g/L) de (0.055 + 0.0004 et 0.029 * 0.0004) a 4 min et 30 min, respectivement
(Figure 32), cet extrait présente la capacité réductrice la plus forte en comparant avec les
antioxydants standards utilisés. Ces résultats ont démontré que les extraits de P. argentea

possédent un pouvoir réducteur trés puissant.
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Figure 32: Les valeurs de EC; a 4 min et a 30 min des extraits de Paronychia argentea et des
antioxydants standards (Q: quercétine, R: rutine, AG: acide gallique et AAsc:
acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3).

Nos résultats ont révélé une grande corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en
polyphénols, ce qui est en accord avec les résultats obtenus par Tan et Chan (2014), qui ont
travaillé sur les feuilles de Anacardium occidentale (noix de cajou) et Piper betle (bétel).

Dans notre étude, la quercétine a montre la valeur de EC; la plus faible par rapport aux autres
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antioxydants standards, suivie par la rutine ensuite I’acide gallique. Alors que I’acide
ascorbique a le pouvoir réducteur le plus faible, ces resultats sont en accord avec les résultats
de Baghiani et al. (2011) et Boumerfeg et al. (2012). De plus, I’ordre de ces composés
standards utilisés en fonction de leur capacité réductrice rapportée dans notre étude est en
accord avec les réesultats rapportés par Abdelwahab et ses collaborateurs (2014) qui ont
travaillé sur les huiles essentielles de Cinnamomum altissimum, mais il ne difféere que dans de
I’acide gallique, qui a présenté le pouvoir réducteur le plus élevé, suivi par la quercétine puis

la rutine et finalement I’acide ascorbique.

3.6. Chélation des ions ferreux

Le ferrozine, un réactif chélateur, peut former un complexe violet avec le Fe®*. En
présence d’échantillons possedant une activité de chélation, la formation du complexe fer
ferreux-ferrozine est perturbée, ce qui entraine une diminution de la couleur pourpre du
complexe. Par conséquent, la mesure du taux de réduction de la couleur permet d’estimer
I’activité chélatante des échantillons (Ganesan et al., 2011). Dans cette étude, les résultats ont
montré que la formation du complexe ferrozine-Fe®* est inhibée en présence de tous les
extraits de P. argentea d’une maniére dose-dépendante et tres significative (p < 0.0001)

(Figure 33).
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Figure 33: Pourcentage d’inhibition de la formation du complexe ferrozine-Fe?* en présence
de différentes concentrations des extraits de P. argentea (effet chélateur). Chaque
point représente la moyenne £ SD (n = 3). *** p < 0.0001, comparant avec le
controle en absence des extraits.

L’ion ferreux (Fe*") est le pro-oxydant le plus puissant parmi les différentes espéces
d’ions metalliques. 1l peut stimuler la peroxydation lipidique par la réaction de Fenton et
accelere également la peroxydation en décomposant les hydroperoxydes lipidiques en
radicaux peroxyles et alcoxyles, qui peuvent eux-mémes perpétuer la réaction en chaine de la
peroxydation lipidique. La capacité de chélation est tres importante car elle permet de réduire
la concentration des métaux de transition et conduit a arréter la réaction de Fenton et donc la

réduction de la production des radicaux hydroxyles (OH") (Koheil et al., 2011).

L’EBr et I’ECh de P. argentea ont présenté une excellente activité chélatante plus élevée
que celle de la rutine (p < 0.0001), en particulier I’EBr qui a donné une ICs de 0.332 £ 0.001
mg/mL. Par contre, I’effet chélateur des ions ferreux le plus faible a été observé par I’EAc

(Figure 34).
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Figure 34: Les concentrations des extraits de P. argentea et des standars (EDTA, R: rutin, Q:
quercétine) qui inhibent 50% de la formation du complexe ferrozine-Fe** (effet
chélateur des ions Fe**). Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Ces résultats demontrent clairement la capacité des extraits de P. argentea a chélater I’ion
ferreux. L’accumulation excessive d’ions métalliques entraine un stress oxydatif di a une
formation accrue d’espéces réactives de I’oxygéne, qui sont responsables des lésions de
I’ADN, la peroxydation des lipides et la modification des protéines qui conduisent tous a de
nombreuses maladies comme le cancer, les maladies cardiovasculaires, le diabete,
I’athérosclérose, des troubles neurologiques (maladie d’Alzheimer et de Parkinson),
I’inflammation chronique et d’autres maladies (Jomova et Valko, 2011). Par conséquent, les
extraits de P. argentea présentant une activité chélatante trés puissante peuvent inhiber toutes

ces lésions et maladies par la stabilisation des métaux de transition.
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Contrairement aux activités réductrices du radical DPPH et des ions ferriques (Fe**),
I"effet chélateur des ions ferreux (Fe**) ne dépend pas de la teneur en polyphénols totaux dans
les différents extraits de P. argentea. Ces résultats sont comparables a ceux de Tan et Chan
(2014). Les activites chélatantes ne peuvent pas étre attribuées principalement a la teneur en
polyphénols totaux mais plutét a des polyphénols spécifiques; un échantillon riche en
composés phénoliques ne peut pas chélater les métaux de transition si ces polyphénols ne
possedent pas les groupes fonctionnels nécessaires a I’activité chélatante (Jaén et al., 2003;
Wong et al. 2006; Guo et al., 2007; Kalogeropoulos et al., 2013). De plus, lorsqu’un groupe
phénolique est conjugué avec un groupe de carbohydrate, comme dans I’état naturel des
glycosides phénoliques, il ne peut plus se lier aux métaux (Wong et al., 2006). En général,
dans I’activité chélatante des métaux, le r6le de la distribution des groupements chimiques
dans les molécules des composés phénoliques est bien connue, et certaines combinaisons
telles que: un groupe C4-céto avec un groupe C3 et/ou C5-hydroxyle, ou la présence d’une
structure catéchol dans le noyau benzénique B, sont considéréees comme des sites chélatants

treés forts pour les ions métalliques (Guo et al., 2007).

Les résultats obtenus ont révélé que I’EBr semble avoir un effet chelateur des métaux
mieux que celui de I’ECh et I’EAc. Ceci peut étre expliqué par I’interaction des différents
flavonoides (Sanchez-Vioque et al., 2013) et/ou d’autres composés présents dans les extraits

avec une structure chimique favorable a la complexation des métaux (Klaus et al., 2015).
3.7. Activité anti-hémolytique in-vitro en utilisant I’AAPH

Le 2,2'-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) a été largement utilisé en tant
gue générateur de radicaux libres, soluble dans I’eau, capable d’induire la peroxydation des
lipides et d’endommager les protéines. Les radicaux peroxyles de I’AAPH sont produits par

décomposition thermique d’un composé azoique en présence d’oxygéne a une température
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physiologique (Phrueksanan et al., 2014; Ma et al., 2014). Dans la présente étude, I’hémolyse
des érythrocytes a été évaluée afin d’enquéter sur I’effet protecteur des extraits de P. argentea
sur les érythrocytes traités par I’AAPH. Les resultats montrent que I’incubation des
érythrocytes avec I’AAPH conduit a une hémolyse remarquable. Toutefois, une pré-
incubation avec les extraits de P.argentea inhibe trés significativement 1’hémolyse des
érythrocytes induite par I’AAPH (Figure 35). Ces resultats sont en accord avec les résultats
précédents (Zhang et al., 2014; Phrueksanan et al., 2014; Ma et al., 2014; Liu et Huang,

2014).
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Figure 35: Pourcentage d’hémolyse des érythrocytes induite par I’AAPH en présence des
extraits de Paronychia argentea et de la vitamine C (activité anti-hémolytique)

pendant 270 minutes. Chaque point représente la moyenne + SD (n = 4).
Les radicaux libres attaquent les composants des membranes des érythrocytes, tels que les
protéines et les lipides, et provoquent la modification de la structure et de la fonction
membranaire, ce qui peut entrainer une hémolyse (lyer et al., 2013; Phrueksanan et al., 2014).

Les valeurs de HTso révelent une extension importante du temps de demi-hémolyse par les

trois extraits étudiés (Figure 36). L’effet protecteur le plus €levé a eté observe avec I’EAC
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(HTso = 131.66 £ 2.99 min), suivi par la vitamine C, I’EBr et enfin I’ECh. 1l ya une bonne
corrélation entre le taux d’inhibition de I’hémolyse et la teneur en polyphénols totaux. Donc
I’effet protecteur des érythrocytes des extraits de P. argentea peut étre di a la forte teneur en

polyphénols totaux et en flavonoides, ce qui est similaire aux résultats de Ma et al. (2014).
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Figure 36: Le temps de demi-hémolyse des extraits de P. argentea et de la vitamine C.
Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 4).
4. L’activité anti-inflammatoire de Paronychia argentea (la colite expérimentale induite

par I’acide acétique chez les souris)
4.1 Observations générales et score clinique

Dans I’étude présente, les souris des groupes traités a I’acide acétique ont rapidement
développé une colite trés grave, et les signes typiques: la diarrhée sanglante, la réduction de la
mobilité et de la consommation de nourriture, la mauvaise qualité du pelage et la perte du
poids corporel, ont été observés. L’adhérence de sang a I’anus a été observée chez certaines
souris, en plus d’un taux de mortalité treés élevé. Le traitement par I’extrait méthanolique de P.

argentea ameliore les parametres mentionnés ci-dessus d’une maniere dose-dépendante, et
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augmente le taux de survie des souris d’une maniére dépendante également de la dose (Figure
37). Par contre, aucune mortalité n’a été observée dans le groupe normal contrble. Ces
résultats sont en accord avec ceux des études precédentes (Niu et al., 2013; Niu et al., 2015;

Minaiyan et al., 2015).
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Figure 37: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea (EMPA: 50,
100, 200 et 500 mg/kg) et de la sulfasalazine (500 mg/kg) sur le taux de survie des
souris malades avec colite induite par I’acide acétique, par rapport aux groupes
témoins normal contrdle (NC) et acide acétique contréle (AAC).

Comme un type de maladie inflammatoire dans le tractus intestinal, la colite ulcéreuse
commence généralement dans le rectum et peut s’étendre de maniére continue a impliquer la
totalité du coOlon et du rectum avec les symptdmes suivants: une diarrhée, des douleurs
abdominales, des selles sanglantes, une fievre et une perte de poids (Jin, 2014). Dans cette
recherche, par rapport au groupe controle de la colite, I’administration de [I’extrait

méthanolique de P. argentea et de la sulfasalazine (SASP) a empéche la réduction du poids

corporel comme indiqué dans le Tableau 5.
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Tableau 5: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur le score de la perte du poids corporel chez les souris avec colite

induite par I’acide acétique.

Score de la perte

du poids corporel Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5

NC 0 0 0 0 0

AAC 0 24+0032"  3£0041%  35+0.094" 3.96+0.32"
EMPA (50 mg/kg) 0  2.33+0.037™ 2.66+0.075" 3.33+0.035" 3.93+0.29™
EMPA (100 mg/kg) 0 1.16+0.049™ 1.833+0.058™ 2.0+0.075  2.0+0.055
EMPA (200 mg/kg) 0 0.83+0.014™ 1.33+0.036° 1.83+0.085 1.66+0.065
EMPA (500 mg/kg) 0 0.75+0.018™ 1.33+0.089° 1.91+0.09° 1.6+0.039
SASP (500 mg/kg) 0 0.66+0.028 1.16+0.016° 1.5+0.014° 1.33+0.004

Chaque valeur représente la moyenne = SEM (n > 3). " p < 0.05, " p < 0.01 et " p < 0.001
(acide acétique controle VVS. normal contrdle); "p > 0.05, p < 0.05, p<0.0let  p<0.001

comparant avec le groupe acide acétique contréle.

Le sang est apparu dans les selles de tous les groupes traités avec de I’acide acétique
apres I’induction de la colite. Le traitement par I’extrait méthanolique de P. argentea a

diminué ces selles hémorragiques d’une maniére dose-dépendante (Tableau 6).
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Tableau 6: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur le score du sang dans les selles chez les souris avec colite

induite par I’acide acétique.

Score du sang dans  jor 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5
les selles
NC 0 0 0 0 0
AAC 4+ 0"  4+0032"  3.8+0.04"™ 3.75+0.094" 3.66 +0.32"

EMPA (50 mg/kg) 4+0™ 3.66+0.037" 4+0.037™ 4 +0.037"™ 3.75+0.29™

EMPA (100 mg/kg) 4+0™ 3.16+0.05™ 3+0.049™ 2.25+0.075  05+0.045
EMPA (200 mg/kg) 4+0™ 2.8+0.014™ 22+0.036  1.6+0.085  0.2+0.065
EMPA (500 mg/kg) 4+0™ 3.16+0.02" 2.3+0.048 1.7+0.093° 0.25+0.039

Fhkk Fkkk

SASP (500 mg/kg) 4+0"™ 258+0.028° 1.7+0.016 0.6 +0.014 0

F*hkk

KhKK

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n > 3). " p < 0.001 (acide acétique controle
VS. normal contrdle); ™ p > 0.05, p < 0.05, "p < 0.01, ~ p < 0.001 et " 'p < 0.0001

comparant avec le groupe acide acétique contréle.

Les changements de la consistance des selles en une diarrhée ont été observés
immédiatement aprés I’administration de I’acide acétique chez tous les groupes traités, cet état
a été amélioré apres le traitement avec I’extrait méthanolique de P. argentea d’une maniére

dose-dépendante (Tableau 7).
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Tableau 7: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur le score de la consistance des selles chez les souris avec colite

induite par I’acide acétique.

Score de la
consistance des Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5
selles
NC 0 0 0 0 0
AAC 4+0" 38+044"  371+04"™ 361082 3.2+0.32%

EMPA (50 mg/kg) 4+0™ 3.75+0.64™ 375+0.21" 3.75+0.65" 3.5+0.19™
EMPA (100 mg/kg) 4+0™ 354+057" 29+056™ 216+039 1.16+0.34

EMPA (200 mg/kg) 4+0™ 3.2+048™ 228+0.69  15+0.34 0
EMPA (500 mg/kg) 4+0™  3.0+0.8" 2424098 12047 07"
SASP (500 mg/kg) 4+0™ 25+0.76  162+0.62° 0.71+055 0

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n > 3). " p < 0.001 (acide acétique controle
VS. normal contrdle); ™ p > 0.05, " p<0.01, " p<0.001et ™ p<0.0001 comparant avec le

groupe acide acétique controle.

Aucun des changements décrits ont été observés dans le groupe nomal contrdle.
Cependant, les souris ont montré une augmentation de la diarrhée avec du sang et du mucus
dans la phase précoce apres I’induction de la colite avec de I’acide acetique. Cela pourrait étre
di aux effets néfastes directs de I’acide acétique ainsi que des altérations de la fonction
épithéliale par les produits libérés a partir des mastocytes actives (Ghatule et al., 2012). Nous
avons egalement constaté que le traitement avec I’extrait méthanolique de P. argentea a
diminué la diarrhée et le sang dans les selles, et il a amélioré le poids corporel des souris, cela

est d a la restauration des fonctions épithéliales (Ghatule et al., 2012).

Par conséquent, I’extrait méthanolique de P. argentea a 100, 200 et 500 mg/kg réduit
significativement (p < 0.001) I’indice d’activité de la maladie (IAM), un parametre clinique
qui refléte la gravité de la perte du poids corporel, les saignements rectaux et de la consistance

des selles (Figure 38), et que les doses 200 mg/kg et 500 mg/kg ont presque le méme effet sur
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ces parametres. Ce qui montre le potentiel thérapeutique de cette plante a améliorer les
symptémes de cette maladie intestinale inflammatoire. Ces résultats sont en accord avec ceux

de Niu et al. (2013; 2015) et Gupta et al. (2015).
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Figure 38: Effets des différentes doses de I’extrait methanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur I’indice d’activité de la maladie (IAM) des souris avec colite
induite par I’acide acétique, par rapport aux groupes témoins normal contréle
(NC) et acide acetique controle (AAC). Chaque point représente la moyenne +
SEM (n > 3). * p < 0.001 (acide acétique contrdle VS. normal contrdle); ™ p >
0.05et” p < 0.001 comparant avec le groupe acide acétique controle.

4.2. Score macroscopique

Le poids du célon inflammé est considéré comme un indicateur fiable et sensible pour
démontrer la gravité de la réponse inflammatoire (Niu et al., 2013; Vinod Prabhu et
Guruvayoorappan, 2014). De méme, le poids du célon, la largeur et le rapport poids/longueur
sont considérés comme un indice de I’inflammation locale avec les autres parametres de

I’cedeme et I’épaississement de la paroi du c6lon (Dodda et al., 2014).
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En accord avec les conclusions ci-dessus, I’enquéte présente a démontré que, I’instillation
intrarectale d’acide acétique a causé des inflammations cedémateuses macroscopiques tres
graves dans le c6lon, ce qui induit un raccourcissement du c6lon (Figure 39a) et
I’augmentation de son poids (Figure 39b), ainsi que I’augmentation de son épaisseur et de sa
largeur. Tandis que de tels changements ont été améliorés par le traitement avec 100, 200 et
500 mg/kg de P’extrait méthanolique de P. argentea d’une maniére dose-dépendante,
indiquant ainsi son effet curatif de la colite ulcéreuse. Cependant, le traitement avec 50 mg/kg
n’a aucun effet, alors que la sulfasalazine (500 mg/kg) a montré les meilleurs résultats sur ces

parameétres (Figure 40).
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Figure 39: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur la longueur (a) et le poids (b) du cdlon des souris avec colite
induite par I’acide acétique, par rapport aux groupes témoins normal contréle
(NC) et acide acétique contrle (AAC). Chaque valeur représente la moyenne +
SEM (n > 3). " p < 0.001 (acide acétique controle VS. normal contréle); ™ p >
0.05, "p <0.05 ~p<001let” p<0.001 comparant avec le groupe acide
acétique contréle.
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Figure 40: Images représentatives des cdlons des sept groupes de souris apres induction de la
colite. (A) normal contrble; (B) acide acétique contréle; (C, D, E, F) AA+EMPA
(50, 100, 200 et 500 mg/kg, respectivement); (G) AA+SASP (500 mg/kg).

Plusieurs études ont suggéré que I’instillation intrarectale de I’acide acétique a causé une
insuffisance dans la macroscopie colique caractérisée par des changements dans la longueur,
le poids, I’épaisseur et la largeur du c6lon en raison de la nécrose de la muqueuse et
I’inflammation qui se prolonge dans la couche sous-muqueuse, ou des couches musculaires

(Dodda et al., 2014).

La réponse inflammatoire initiée par I’acide acétique augmente la production des especes
réactives de I’oxygéne, comme les radicaux hydroxyles et les peroxydes conduisant a
I’érosion de la muqueuse et la distorsion. Il a été montré que I’inflammation du cdlon est une
réponse immunitaire locale intense caractérisée par une augmentation d’infiltration des
neutrophiles dans le tissu intestinal, I’cedeme, I’ulcération et la nécrose (Minaiyan et al., 2015;

Niu et al., 2015). Le changement du poids corporel et le score des dommages macroscopiques
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étaient les principaux parameétres pour évaluer le degré d’inflammation du c6lon dans la

maladie inflammatoire de I’intestin (Niu et al., 2013).

Donc, I’activité macroscopique de la colite induite par I’acide acétique a été observée
dans notre étude. Les cblons des souris traitées par I’acide acétique ont montré une
inflammation séveére caractérisée par une ulcération marquée, un cedéme et des érosions, alors
que les cblons des souris témoins normales n’ont montré aucune inflammation. Le traitement
avec I’extrait méthanolique de P. argentea (100, 200 et 500 mg/kg) et la sulfasalazine a

diminué tous les parametres décrits ci-dessus dans les c6lons (Figure 41).

Figure 41: Aspects macroscopiques des muqueuses coliques des sept groupes de souris apres
induction de la colite. (A) normal contréle. (B) acide acétique contrdle. (C, D, E,
F) AA+EMPA (50, 100, 200 et 500 mg/kg, respectivement). (G) AA+SASP (500
mg/kg).
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La sévérité de la colite induite par I’acide acétique a été évaluée par I’analyse du score
macroscopique, comme le montre la Figure 42. L’administration de I’extrait méthanolique de
P. argentea (100, 200 et 500 mg/kg) a amélioré le score macroscopique apres I’instillation de
I’acide acétique de facon significative et dépendante de la dose (Figure 42). Dans le groupe
normal contréle il n’y avait aucun dommage visible. Par conséquent, le traitement avec
I’extrait méthanolique de P. argentea et la sulfasalazine pourraient inhiber la colite ulcéreuse
de facon tres significative, ce qui est en accord avec les résultats de Kannan et

Guruvayoorappan (2013), Niu et al. (2013; 2015) et Gupta et al. (2015).
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Figure 42: Effets des différentes doses de I’extrait méethanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur le score macroscopique chez les souris avec colite induite par
I’acide acétique, par rapport aux groupes témoins normal contrdle (NC) et acide
acétique controle (AAC). Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n > 3). **
p < 0.001 (acide acétique contrdle VVS. normal contréle); ™ p > 0.05, ~ p < 0.01 et
“p < 0.001 comparant avec le groupe acide acétique controle.
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L’augmentation considérable du poids du c6lon, du rapport poids/longueur du célon, de la
diarrhée, des saignements rectaux, du score macroscopique, des altérations histologiques, de
I’érosion des cellules épithéliales et de la diminution du poids corporel, sont des indicateurs
de la sévérité de I’inflammation en cas de colite (Kandhare et al., 2012). Dans notre étude,
I’instillation de I’acide acétique seul provoque I’élévation significative de ces parameétres.
Cependant, le traitement par I’extrait méthanolique de P. argentea conduit a une diminution
dose-dépendante des parametres mentionneés ci-dessus, ce qui explique ses activités anti-

inflammatoires et anti-ulcéreuses.

4.3. Effet de P. argentea sur les marqueurs de I’inflammation
4.3.1. Effet sur les valeurs de VS et CRP

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique de P. argentea, les
valeurs de la VS dans la 1% et la 2°™ heure ont été mesurées. Les résultats présentés dans la
Figure 43 montrent que les doses de 100, 200 et 500 mg/kg de I’extrait méthanolique de P.
argentea ont la capacité de réduire les VS élevées dans la premiére et la deuxieme heure (p <
0.05). Cependant, les souris malades et traitées avec 50 mg/kg de I’extrait méthanolique de P.

argentea ont les mémes VS que les souris malades contréles.
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Figure 43: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur la vitesse de sédimentation des érythrocytes (VS) dans la 1% et
la 2°™ heure chez les souris avec colite induite par I’acide acétique, par rapport
aux groupes témoins normal contréle (NC) et acide acétique contréle (AAC).
Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n > 3). " p < 0.001 (acide acétique
contrdle VS. normal controle); ™ p > 0.05, p<0.05, ~ p < 0.0l et~ p < 0.001
comparant avec le groupe acide acétique controle.

La vitesse de sédimentation est utilisee comme un marqueur des maladies inflammatoires
(Boopala Bhagavan et al., 2013), en évaluant la capacité des érythrocytes a se lier aux
marqueurs d’inflammation ce qui provoque leur sedimentation (Kainth et Gigliotti, 2014). La
VS est généralement considéré comme un indice non-spécifique de I’activité pathologique
utile dans le suivi des patients atteints de certaines maladies chroniques telle que la
polyarthrite rhumatoide (Corsonello et al., 2011). En effet, I’augmentation de la VS est di a
I’élévation des concentrations sériques en protéines de la phase aigué de I’inflammation, en

fibrinogene, en immunoglobulines, ainsi qu’en réponse a I’anémie (Reinhart, 2006; Hariharan

et Kabrhel, 2011; Kainth et Gigliotti, 2014).
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La protéine C-réactive (CRP) et est une protéine pro-inflammatoire de la phase aigué
produite par le foie en réponse a une infection, une blessure, un traumatisme ou une
inflammation (Hariharan et Kabrhel, 2011; Kainth et Gigliotti, 2014). En utilisant ce test dans
notre étude, les résultats montrent que la concentration de la CRP est diminuée de 25.01 +
2.041 mg/L chez les souris controles colitiques a 8.5 + 0.95 mg/L chez les souris traitées avec
I’extrait méthanolique de P.argentea (200 mg/kg). Cet effet est de maniere dose-dépendante
(Figure 44). La diminution de la sévérité de la colite chez les souris traitées par la
sulfasalazine (500 mg/kg) par rapport au groupe témoin de la colite a été en outre mise en

évidence par une diminution de 5 fois du taux de CRP sérique (Figure 44).
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Figure 44: Effets des différentes doses de I’extrait methanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur les taux de CRP sérique chez les souris avec colite induite par
I’acide acétique, par rapport aux groupes témoins normal contrdle (NC) et acide
acétique controle (AAC). Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n > 3). **
p < 0.001 (acide acétique contrdle VVS. normal contréle); ™ p > 0.05, ~ p < 0.01 et
“p < 0.001 comparant avec le groupe acide acétique controle.
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A I’état normale, la CRP existe sous forme de trace dans le sang, mais quelques minutes
apres I’évenement aigu: une blessure, une inflammation ou une infection, on observe trés
rapidement une augmentation de la concentration de cette protéine jusqu’a 1000 fois sa

concentration initiale ( Dupuy et al., 2003).

Les biomarqueurs d’inflammation dans la colite ulcéreuse sont couramment utilisés pour
compléter I’évaluation clinique de I’activité de la maladie. Les marqueurs les plus
fréeguemment contrdlées sont la CRP et la VVS. Lors de I’évaluation des patients atteints d’une
fievre ou d’une autre maladie inflammatoire, la vitesse de sédimentation et la protéine C-
réactive sont couramment ordonnée en tandem (Kainth et Gigliotti, 2014). Par conséquent, les
résultats présents des tests de VS et CRP indiquent que P. argentea présente une activité anti-

inflammatoire tres significative.

4.3.2. Effet sur les valeurs de FNS

Les demonstrations cliniques de la maladie inflammatoire intestinale comprennent les
désequilibres hématologiques aggravees conduisant a une diarrhée inexpliquee (Patil et al.,
2012). Donc, une numération formule sanguine (FNS) a été effectuée dans notre étude, et les
résultats ont montre que les souris malades contréles ont présenté une diminution significative
des parameétres hématologiques: les globules blancs (GB), les globules rouges (GR),
I’hémoglobine (Hb), I’hématocrite (HCT) et les plaquettes (PLA), par rapport aux souris
normales contrdles comme indiqué dans le Tableau 8. Le traitement avec 100, 200 et 500
mg/kg de I’extrait méthanolique de P. argentea et 500 mg/kg de sulfasalazine a entrainé une
augmentation significative de ces paramétres hématologiques par rapport aux souris témoins

malades, et ces résultats sont en accord avec ceux de Gupta et ses collaborateurs (2015).
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Tableau 8: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur les valeurs de FNS chez les souris avec colite induite par

I’acide acétique.

Numération

Formule Sanguine GB GR Hb HCT PLA
(FNS) ) (x10°%uL)  (x10°7uL) (9/dL) (%) (x 10%/pL)

NC 11.03+0.54  10.01+0.65 1583044  43.57+0.33 14.6 £0.45

AAC 4.67+0.089"" 4.84+0.30" 9.86+0.24"" 30.07+063" 754+031"

EMPA (50 mg/kg) 4.92+0.075™ 5+1"™ 9.93+0.37™ 32.95+1.45™ 7.8+02"™
EMPA (100 mg/kg) 7.43+056 7.65+0.28 124+0.30° 36.47+0.86  10.15+0.37"
EMPA (200 mg/kg) 9.16 £0.447 8.75+0.35 13.97+0.14  39.97+0.60°  12.07+0.073"
EMPA (500 mg/kg) 8.91+0.317 8.64+0.96  13.83+0.16  38.83+0.72"  11.86+0.117
SASP (500 mg/kg)  10.3+0.517 9.14+0.77 1467+0.28°  422+08°  1353+084

Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n > 3). " p < 0.001 (acide acétique controle
VS. normal contréle); " p > 0.05, “p < 0.0l et p < 0.001 comparant avec le groupe acide

acetique contréle.

La masure des taux de CRP et de VS sont les tests les plus couramment utilisés pour
surveiller et détecter les troubles inflammatoires. La VS et la CRP sont les deux marqueurs
sensibles de I’inflammation et qui présentent une bonne corrélation avec la gravité de
I’inflammation, mais ils ne sont pas spécifiques a une maladie particuliéere (Calderon et
Wener, 2012). De plus, I’hématologie donne un apercu de I’état de la maladie de la colite, car
les différents composants du sang ont été modifiés de maniére disproportionnée (Jagtap et al.,
2011). Par conséquent, dans cette étude, le traitement avec I’extrait méthanolique de P.
argentea a réduit I’inflammation du cdlon, résultant en la diminution des taux élevés de VS et

CRP, et I’élévation des valeurs réduites de la FNS.
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4.4. Effet de P. argentea sur les parametres antioxydants

4.4.1. Effet sur la péroxydation lipidique par le dosage du taux de malondialdehyde

(MDA) dans le célon

Les radicaux libres et les espéces réactives de I’oxygene ont été signalés a étre présents
dans les échantillons colorectaux en cas de colite ulcéreuse (Bitiren et al., 2010). La
peroxydation des lipides, un indicateur des lésions de la muqueuse induites par les especes
réactives de I’oxygéne, a été mesurée comme les substances reéactives de [’acide
thiobarbiturique (TBARS). D’autre part, le malondialdéhyde, le produit de la peroxydation
des lipides, est estimé par une réaction avec I’acide thiobarbiturique (Satish Kumar et al.,

2015).

Dans cette étude, les variations de la teneur en MDA chez les souris témoins malades et
les souris traitées par I’extrait méthanolique de Paronychia argentea sont représentées dans la
(Figure 45). Aucun changement n’a été observe dans le contenu de MDA entre le groupe
malade contrble et le groupe traité par 50 mg/kg de I’extrait méthanolique de P. argentea.
Dans ces deux groupes, les animaux ont présenté des taux tres élevés en MDA dans les tissus
du c6lon. Ces résultats sont en accord avec ceux de Niu et al. (2015), qui ont trouve que le
contenu de MDA dans le colon des souris a été considérablement accéléré aprés induction de
la colite ulcéreuse par I’acide acetique, révélant donc que I’acide acétique stimule la
peroxydation lipidique. Par contre, dans les groupes qui ont recu 100, 200 et 500 mg/kg de
I’extrait méthanolique de P. argentea et 500 mg/kg de la sulfasalazine, les taux de MDA

étaient tres significativement réduits et d’une maniére dose-dépendante (Figure 45).
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Figure 45: Effets anti-peroxydation lipidique des différentes doses de I’extrait méthanolique
de P. argentea et de la sulfasalazine en mesurant les taux de MDA colique chez
les souris avec colite induite par I’acide acétique, par rapport aux groupes témoins
normal contrdle (NC) et acide acétique contréle (AAC). Chaque valeur représente
la moyenne + SEM (n > 3). ** p < 0.001 (acide acétique controle VS. normal
controle); ™ p > 0.05, " p <0.01 et p < 0.001 comparant avec le groupe acide
acetique contréle.

Le MDA est un produit final du processus de peroxydation des lipides, connu comme un
marqueur du stress oxydatif qui aboutit finalement a des dommages cellulaires (Sid et al.,
2013; Dodda et al., 2014). 1l a été rapporté que les patients de la maladie inflammatoire de
I’intestin ont des concentrations élevées de peroxydes lipidiques en raison du déséquilibre
entre les mécanismes pro-oxydants et antioxydants qui accumulent des protéines et des lipides
modifiés par le stress oxydatif (Vinod Prabhu et Guruvayoorappan, 2014). Par conséquent, le
traitement par des piégeurs de radicaux libres et la réduction du stress oxydatif peut conduire
a la réduction de la colite ulcéreuse (Jena et al., 2012). Dans notre étude, le traitement par P.
argentea inhibe de maniére significative I’augmentation du taux de MDA dans les tissus du

colon. Ces résultats peuvent refléter le rble protecteur de cette plante contre la rectocolite

hémorragique en réduisant les radicaux libres (effet scavenger) et la prévention des Iésions de
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la membrane (la capacité anti-peroxydation lipidique). Ce qui est similaire aux résultats de

Kannan et Guruvayoorappan (2013) et ceux de Vinod Prabhu et Guruvayoorappan (2014).

4.4.2. Effet sur le taux de glutathion réduit (GSH) dans le célon

En 2013, Karbiner et ses collaborateurs ont montré que les changements dans I’état
oxydatif se manifestent par une augmentation de la capacité de peroxydation lipidique et une
diminution de la capacité de défense antioxydante du systeme de glutathion. Dans notre étude,
les concentrations du glutathion réduit (GSH) dans le tissu du c6lon ont été déterminées. Les
taux de GSH étaient tres significativement réduits apres I’induction de la colite.
L’administration de I’extrait méthanolique de P. argentea a augmenté les concentrations de
GSH significativement et d’une maniere dose-dépendante par rapport aux souris témoins
malades (Figure 46). Ces résultats sont comparables a ceux de Vinod Prabhu et

Guruvayoorappan (2014), Dodda et al. (2014) et Cazarin et al. (2015).
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Figure 46: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur les taux de GSH colique chez les souris avec colite induite par
I’acide acétique, par rapport aux groupes témoins normal contrdle (NC) et acide
acétique contrdle (AAC). Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n > 3).
p < 0.01 (acide acétique contrdle VVS. normal contréle); ™ p > 0.05, 'p<0.05et”
p < 0.01 comparant avec le groupe acide acétique controle.
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Les taux de GSH ont été sensiblement diminués chez les souris malades. Par contre,
I’administration de I’extrait méthanolique de P. argentea a augmenté les concentrations de
GSH. Cela montre I’effet anti-inflammatoire de cette plante, qui peut étre due a sa capacité a
libérer le dipeptide antioxydant y-Glu-Cys et donc la synthése de glutathion (Peran et al.,
2006). Les especes réactives de I’oxygene contribuent a une lésion tissulaire dans les maladies
intestinales inflammatoires, et le glutathion est I’antioxydant intracellulaire le plus important
(Kannan et Guruvayoorappan, 2013; EI-Medany et al., 2005; Niu et al., 2015). Il est
synthétisé a partir des acides aminés: glycine, glutamate et cystéine. Le GSH peut neutraliser
directement les espéces réactives de I’oxygene telles que les peroxydes lipidiques, et protége
le corps contre la pancréatite, I’inflammation gastrique, les ulceres de I’estomac et les
maladies inflammatoires de I’intestin y compris la rectocolite hémorragique et la maladie de
Crohn (Vinod Prabhu et Guruvayoorappan, 2014). Cependant, la carence en GSH est a
I’origine d’une production excessive d’especes réactives de I’oxygene (El-Medany et al.,
2005). Donc, nos résultats expliquent I’effet protecteur considérable de P. argentea et son

utilisation dans les maladies inflammatoires de I’intestin.

4.4.3. Effet sur I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) dans le colon

Pour réguler les taux des especes réactives de I’oxygene, la muqueuse intestinale possede
un complexe de systemes antioxydants ou le superoxyde dismutase (SOD) est I’enzyme
antioxydante qui convertit I’anion superoxyde en H,0, (Vinod Prabhu et Guruvayoorappan,
2014). D’autre part, les valeurs élevées de cette enzyme peuvent empécher I’adhérence des
leucocytes a I’endothélium intestinal, ce qui conduit a la réduction de I’inflammation (Kannan
et Guruvayoorappan, 2013). Donc, I’effet des différentes doses de I’extrait méthanolique de
P. argentea sur I’activité de la SOD dans le tissu du c6lon au cours de la colite ulcéreuse est

représenté dans la Figure 47. L’activité de la SOD est trés significativement (p < 0.001)
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réduite dans les c6lons des souris temoins malades par rapport aux animaux témoins normales
(2.22 £ 0.097 Ul/mg de protéines, et 5.096 + 0.15 Ul/mg de protéines, respectivement). Il n’y
a aucun changement dans les valeurs de I’activité de la SOD du célon chez le groupe traité par
50 mg/kg de I’extrait méthanolique de P. argentea par rapport au groupe malade controle.
Alors que, les groupes traités avec 100, 200 et 500 mg/kg de cette plante et 500 mg/kg de la
sulfasalazine ont montré une augmentation tres significative (p < 0.01 et p < 0.001) de
I’activité de la SOD colique par rapport aux animaux malades contrdles. Ces résultats sont en

accord avec ceux obtenus par Xu et al. (2015).
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Figure 47: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur I’activité de la SOD colique chez les souris avec colite induite
par I’acide acétique, par rapport aux groupes témoins normal contréle (NC) et
acide acétique controle (AAC). Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n >
3). # p < 0.001 (acide acétique contrdle VS. normal contrdle); " p > 0.05, " p <
0.01et™ p < 0.001 comparant avec le groupe acide acétique contrdle.

Le stress oxydatif joue un role trés important dans la physiopathologie de la colite
ulcéreuse et la formation accrue d’espéces réactives de I’oxygéne qui attaquent les

macromolécules cellulaires et perturbent I’intégrité des cellules épithéliales. Les antioxydants,
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tels que la superoxyde dismutase et le glutathion réduit, conferent une protection contre les
dommages oxydatifs produits par les espéces reactives de I’oxygeéne et de I’azote (Niu et al.,
2015). La SOD inhibe I’expression des molécules d’adhésion et donc les interactions
leucocytes-endothélium, ce qui joue un role trés important dans la régulation de la maladie
inflammatoire de I’intestin (Vinod Prabhu et Guruvayoorappan, 2014). D’aprés Kruidenier et
al. (2003), la SOD possede une activité anti-inflammatoire tres puissante et trés efficace dans
le traitement de I’inflammation du cblon dans la colite expérimentale en réduisant la
production d’especes réactives de I’oxygeéne et le stress oxydatif. Par conséquent, P. argentea
peut étre utilisée en tant que traitement anti-inflammatoire trés puissant en augmentant
I’activité de la SOD du tissu colique, qui réduit le stress oxydatif et la production d’especes

réactives de I’oxygene au cours de la colite ulcéereuse.

4.4.4. Effet de P. argentea sur I’activite de la catalase (CAT) dans le célon

La catalase et la SOD sont impliquées dans les mécanismes de défense antioxydants des
cellules. La SOD catalyse la dismutation du superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et oxygene
moléculaire, et la CAT convertit ensuite le peroxyde d’hydrogene en eau et oxygene (Crespo

et al., 2008; Limon-Pacheco et Gonsebatt, 2009).

Dans le présent travail, les valeurs de I’activité de la CAT évaluée chez tous les animaux
expérimentaux sont présentées dans la Figure 48. Les résultats révelent que I’activité de la
CAT a été diminuée trés significativement (p < 0.001) chez les animaux traités par I’acide
acétique par rapport a aux souris normales controles, tandis que le traitement avec I’extrait
méthanolique de Paronychia argentea et la sulfasalazine augmente de maniere significative

I’activité de la CAT par rapport aux animaux témoins malades.
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Figure 48: Effets des différentes doses de I’extrait méthanolique de P. argentea et de la
sulfasalazine sur I’activité de la catalase (CAT) colique chez les souris avec colite
induite par I’acide acétique, par rapport aux groupes témoins normal contrble
(NC) et acide acétique contréle (AAC). Chaque valeur représente la moyenne +
SEM (n > 3). "™ p < 0.001 (acide acétique contrdle VS. normal contréle); ™ p >
0.05, "p<0.0let™ p<0.001 comparant avec le groupe acide acétique contrdle.

La réponse inflammatoire initiée par I’acide acétique augmente la production des espéces
réactives de I’oxygene, menant a I’érosion de la muqueuse et la distorsion (Gupta et al.,
2015). Les enzymes antioxydantes jouent un role tres important dans le piégeage des radicaux
libres (Krishnan et al., 2014). Par conséquent, et conformément a nos résultats, P. argentea
est capable de réduire la colite ulcéreuse et les maladies inflammatoires par I’activation des

enzymes antioxydantes et le balayage des radicaux libres.

4.5. Analyse histologique du célon

L’étude histologique a été effectuée pour observer I’inflammation du cbélon. Une

destruction marquée de la muqueuse colique avec ulcération grave, infiltrat inflammatoire
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sévere et d’aspect folliculaire (follicule lymphoide) ont été observés dans les célons
d’animaux témoins traités par I’acide acétique (Figure 49A). Les mémes résultats ont éte
trouvés chez les souris traitées avec 50 mg/kg de I’extrait méthanolique de P. argentea
(Figure 49B). Par contre, le groupe contr6le normale n’a montré aucun dommage
histologique ou signe d’inflammation (Figure 50A). De méme, les souris ayant regu la
sulfasalazine ont présente la méme histologie normale sans infiltration des cellules
inflammatoires (Figure 50B). Les groupes traités par I’acide acétique et 100, 200 et 500
mg/kg de I’extrait méthanolique de P. argentea ont révélé une atténuation de I’inflammation
caractérisée par la suppression de I'ulcération et la réduction des infiltrats cellulaires

inflammatoires (Figure 50 C, D, E).
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Figure 49: Coupes histologiques des cblons des souris (A) malades témoins, et (B) malades
traitées par I’extrait méthanolique de P. argentea (50 mg/kg). Coloration
hématoxyline éosine/Grossissement 200x. Fléche rouge: follicule lymphoide.
Fléche bleu: infiltrat inflammatoire séveére. Fléche verte: ulcération.
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Figure 50: Coupes histologiques des cblons des souris (A) normales témoins, (B) malades
traitées par la sulfasalazine, (C, D, E) malades traitées par I’extrait méthanolique
de P. argentea (100, 200, et 500 mg/kg, respectivement). Coloration
hématoxyline éosine/Grossissement 200x. Fléche: diminution de [Iinfiltrat
inflammatoire.
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Nos resultats sont en accord avec les conclusions précédentes (Miaol et al., 2015;
Pandurangan et al., 2015; Matsuo et al., 2015). De plus, EI-Gowelli et al.(2015) ont montré
que des sections de colons des rats traités avec de I’acide acétique seul ont présenté de
multiples ulcéres séveres, une infiltration des cellules inflammatoires et des changements de
I’architecture du cdlon (zones oedémateuses). Ces changements suggerent que le modeéle de
colite a été établi avec succes (Chu et al., 2015). Dans la presente étude, une atténuation de
ces dommages intestinaux et de I’infiltration des lymphocytes chez les souris traitées par
I’extrait méthanolique de P. argentea ont été observeés, ce qui indique que cette plante a inhibé
I’inflammation du c6lon induite par I’acide acétique d’une maniere tres importante. D’autre
part, il est bien connu que I’inflammation du c6lon peut contribuer a la cancérogenése colique
(Mao et al., 2015), donc, Paronychia argentea peut jouer un réle essentiel dans la protection

contre I’inflammation et donc le cancer du c6lon.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les plantes sont utilisées dans divers troubles, par exemple, les troubles gastro-
intestinaux, les probléemes génito-urinaires, les malaises hépato-biliaires et les problémes
psychologiques et respiratoires. L’intérét pour ces plantes a augmenté dans le monde entier
parce qu’ils sont faciles a préparer, moins cher, et ont peu d’effets secondaires sur les
animaux et I’environnement (Van Hai, 2015). Cependant, les informations et les validations
scientifiques sur les activités biologiques des plantes meédicinales, y compris Paronychia
argentea, sont encore insuffisantes. De ce fait, cette étude sur les extraits de Paronychia

argentea vise a évaluer leurs effets antioxydant et anti-inflammatoire.

L’activité antioxydante a été evaluée in-vitro par plusieurs tests. Les resultats des tests
d’inhibition de la XO et de piégeage de I’anion superoxyde produit par cette enzyme ont
révélé que tous les extraits sont efficaces et leurs activités sont dans le méme ordre pour les
deux tests (ECh > EAc > EBr). La qualité des flavonoides présents dans chaque extrait peut
déterminer leurs effets compte tenu des différences pouvant exister entre les composés

extraits par chaque solvant.

Parmi les méthodes non enzymatiques utilisées, on note le test de DPPH, le test
d’hémolyse induite par I’AAPH et le test de FRAP. Les résultats de ces trois tests
respectivement montrent que I’EAc semble avoir I’effet anti-radicalaire, I’activité anti-
hémolytique et le pouvoir réducteur les plus puissants, suivi par I’EBr puis I’ECh. La richesse
de I’EAc en polyphénols totaux peut expliquer ses effets les plus puissants pour les trois tests.
Cette corrélation significative peut étre attribuée aux composés phénoliques détectés dans
I’EAc (forme glycosidique), mais ceci n’exclue en aucun cas la contribution d’autres

composés dans ces activités.
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Les lipides membranaires sont riches en acides gras poly-insaturés, principalement I’acide
arachidonique et I’acide linoléique, qui sont la cible privilégiée des radicaux libres. La
peroxydation lipidique provoque des dommages biologiques conduisant a de nombreuses
maladies comme les maladies cardiovasculaires. Dans le test de blanchissement du f-
carotene, I’activité des trois extraits est plus élevée que celle des antioxydants standards:
rutine et acide gallique, ainsi que I’EAc et I’ECh ont un effet inhibiteur de la peroxydation
lipidique plus éleve que celui de I’EBr. Il ya donc une bonne corrélation entre I’activité
antioxydante des extraits et leurs contenus en flavonoides qui sont capables a donner des
atomes d’hydrogenes pour inhiber la peroxydation lipidique. Par ailleurs, cette activité est
peut étre da a la présence de flavonoides ou d’autres antioxydants lipophiles qui sont capables

d’inhiber la formation des radicaux lipidiques et empéchent donc la peroxydation des lipides.

L’ importance de chélation des métaux de transition est attribuée a I’arrét de la réaction de
Fenton et donc la réduction de la production des radicaux OH". Contrairement au test de
blanchissement du B-caroténe, les resultats du test de chélation du fer ferreux montrent que
I’EBr est le chélateur le plus puissant alors que I’EAc est le plus faible. On observe donc une
corrélation négative entre I’activité chélatante des extraits et leurs contenus en polyphénols
totaux et en flavonoides. Ceci peut étre expliqué par I’interaction des différents flavonoides et
d’autres composés présents dans les extraits, avec une structure chimique spécifique favorable

a la chélation des métaux.

Pour les études antioxydantes et anti-inflammatoires in-vivo, la colite expérimentale chez
les souris a été induite par I’acide acétique. La colite se caractérise par une modification de la
consistance des selles pouvant aller jusqu’a la diarrhée hémorragique et I’apparition de
saignements rectaux, une diminution de la consommation alimentaire des animaux associee a

une perte du poids corporel, ainsi que par un taux de mortalité tres élevé. Les résultats de
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notre étude ont révelé que le traitement des souris par I’extrait méthanolique de Paronychia

argentea a permis de limiter ces signes cliniques tres significativement.

L’inflammation colique se caractérise également par une augmentation des dommages
macroscopiques et du poids du célon, ainsi qu’une rétraction de la longueur du cdlon.
Cependant, le traitement des animaux malades avec I’extrait de Paronychia argentea a
diminué les parameétres décrits ci-dessus selon sa concentration. Cette plante peut donc avoir

un effet protecteur tres important contre I’inflammation du c6lon.

L’augmentation des taux de CRP et de VS ainsi que la diminution des valeurs de FNS
dans le sang sont les marqueurs d’inflammation colique les plus utilisés. Le traitement des
souris qui ont une colite par les différentes doses de I’extrait méthanolique de Paronychia
argentea a permis de réduire les taux de CRP et VS, et d’augmenter les valeurs de FNS, et

donc de limiter I’inflammation colique en fonction aux concentrations de cet extrait.

Dans la colite ulcéreuse, I’implication des cellules inflammatoires est associée a une
augmentation des ERO dans la muqueuse intestinale. Ceci conduit a une réduction de la
capacité défensive antioxydante du systeme de glutathion et une augmentation de la
peroxydation lipidique dans le célon, ainsi qu’une une diminution significative de I’activité
des enzymes antioxydantes SOD et CAT. L’injection des souris par I’extrait de Paronychia
argentea a provoqué une augmentation tres importante des taux de GSH et une réduction
(dose-dépendante) des concentrations de MDA au niveau du c6lon. De plus, le traitement par
cet extrait stimule d’une maniere tres significative I’activité de la SOD et la CAT. Par
consequent, Paronychia argentea est capable de réduire la colite ulcéreuse et les maladies
inflammatoires par ses capacités antioxydantes comme le balayage des radicaux libres et

I’inhibition de la peroxydation lipidique, ainsi que I’activation des enzymes antioxydantes.
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L’analyse en microscopie optique nous a permis d’évaluer les atteintes histologiques au
niveau du c6lon. Au cours de notre étude, I’atteinte histologique induite par I’acide acétique
est bien marquée. Dans ces conditions, I’injection de I’extrait méthanolique de Paronychia

argentea a permis de protéger la muqueuse colique contre ces dommages.

En conclusion, ces résultats suggérent que Paronychia argentea possede une activité
antioxydante et une propriété anti-inflammatoire trés importantes. Elle peut donc servir
comme un excellent traitement naturel pour de nombreuses maladies comme la colite

ulcéreuse.

Par conséquent, des études plus approfondies sont nécessaires pour: (i) isoler, caractériser
et identifier les composés actifs présents dans les extraits de la plante, (ii) étudier la toxicite de
ces composés actifs, et (iii) examiner les activités biologiques de chaque composé par des

techniques in-vitro et in-vivo, et la possibilite de leurs utilisations pharmaceutiques.
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RESUME

Paronychia argentea, connue sous le nom: Bssat El-moulouk ou Kessaret Lahdjar, est utilisée dans la médecine traditionnelle en Algérie pour le
traitement des ulcéres gastriques et les maladies abdominales. La présente étude vise a évaluer les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires des extraits de
cette plante. Les différents extraits ont été préparés par I’utilisation de solvants a polarités croissantes. Les dosages des polyphénols totaux et des flavonoides ont
montré que I’extrait d’acétate d’éthyle (EAc) représente la fraction la plus riche en polyphénols et en flavonoides, avec une teneur en polyphénols (525.79 + 0.79
mg EAG/g E) double de celles de I’extrait brut (EBr) et I’extrait chloroformique (ECh), et une teneur en flavonoides (194.19 + 8.62 mg EQ/g E) 5 et 15 fois
supérieur & celles trouvées dans I’ECh et I’EBr, respectivement. Les résultats de I’activité antioxydante, évaluée par plusieurs tests in-vitro, ont révélé que tous
les extraits étaient efficaces a la fois dans I’inhibition de la xanthine oxydase et le piégeage de I’anion superoxyde produit par cette enzyme dans I’ordre suivant:
ECh > EAc > EBr. En utilisant les tests de DPPH, d’hémolyse induite par I’AAPH et du FRAP, I’EAc semble avoir respectivement I’effet anti-radicalaire (ICsp =
5.3 + 0.03 pg/mL), I"activité anti-hémolytique (HTso = 131.66 + 2.99 min) et le pouvoir réducteur (EC; & 4 min = 0.009 + 0.001 g/L, EC; a 30 min = 0.005 +
0,002 g/L) les plus puissants. Dans le test de blanchissement du p-caroténe, I’EAc et I’'ECh ont présenté un excellent effet inhibiteur de I’oxydation de I’acide
linoléique (84.36 + 0.33 % et 82.60 + 0.51 %, respectivement). Inversement, dans le test de chélation du fer ferreux, I’EBr a montré une excellente activité
chélatrice (ICso = 0.332 + 0.001 mg/mL). La colite expérimentale chez les souris a été induite par I’acide acétique. Les résultats ont révélé que le traitement des
souris par I’extrait méthanolique de Paronychia argentea (EMPA) a montré une diminution tres significative de I’indice d’activité de la maladie, du poids du
cdlon, du score d’activité macroscopique, de la protéine C-réactive (CRP), de la vitesse de sédimentation des érythrocytes (VS) et des concentrations coliques en
malondialdehyde (MDA). Ce traitement a également conduit & une augmentation tres importante de la longueur du célon, de la numération formule sanguine
(FNS), des taux coliques en glutathion réduit (GSH) et de I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) et de la catalase (CAT). Les coupes histologiques du colon
ont révélé une atténuation des dommages intestinaux et de I’infiltration des lymphocytes dans les souris traitées par I’'EMPA, ce qui indique que cette plante a
inhibé I’inflammation du c6lon induite par I’acide acétique. En conclusion, Paronychia argentea peut servir comme un traitement naturel antioxydant et anti-

inflammatoire pour la colite ulcéreuse.

ABSTRACT

Paronychia argentea, known as: Bssat EI-moulouk or Kessaret Lahdjar, is used in the Algerian traditional medicine for the treatment of gastric ulcers and
abdominal diseases. The present study is designed to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory properties of this plant extracts. The different extracts were
prepared using solvents of increasing polarity. The determination of total polyphenols and flavonoids contents have shown that the ethyl acetate extract (EaE) is
the most rich fraction, with a polyphenols content of 525.79 + 0.79 mg EAG/g E, double than those of the crude extract (CE) and the chloroform extract (ChE),
and a flavonoids content of 194.19 + 8.62 mg EQ/g E, 5 and 15 times higher than those found in ChE and CE, respectively. Results of the antioxidant activity
assessed by several in-vitro tests, revealed that all the extracts were effective in both xanthine oxidase inhibition and scavenging of superoxide anion radical
produced by this enzyme in the following order: ChE > EaE > CE. Using DPPH, AAPH-induced hemolysis and FRAP tests, the EaE seems to have the highest
anti-radical effect (ICso = 5.3 + 0.03 pg/mL), the highest anti-hemolytic activity (HTso = 131.66 + 2.99 min) and the most potent reducing power (EC; at 4 min =
0.009 + 0.001 g/L, EC, at 30 min = 0.005 + 0,002 g/L). In the p-carotene bleaching assay, EaE and ChE exhibited an excellent inhibitory effect on linoleic acid
oxidation (84.36 + 0.33 % and 82.60 + 0.51 %, respectively). Inversely, in the ferrous iron chelating assay, the CE showed the excellent chelating activity (ICso =
0.332 £ 0.001 mg/mL). Experimental colitis in mice was induced by acetic acid. Treatment of mice with Paronychia argentea methanolic extract (PAME)
showed a very significant decrease in the disease activity index, colon weight, macroscopic activity score, C-reactive protein (CRP), erythrocyte sedimentation
rate (ESR) and the colonic Malondialdehyde (MDA) concentrations. This treatment caused also a very important increase of colon length, full blood count
(FBC), colonic reduced glutathione (GSH) concentrations and superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities. Histological sections of the colon
revealed an attenuation of the intestinal damage and the infiltration of lymphocytes in mice treated with PAME, indicating that this plant inhibited the colonic
inflammation induced by acetic acid. In conclusion, Paronychia argentea may serve as a natural antioxidant and anti-inflammatory treatment for ulcerative

colitis.



