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Résumé

Le but de la présente étude est 1’évaluation des activités antioxydantes et antiinflammatoires
de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et 1’extrait butanolique (E.But) des feuilles d’Arbutus
unedo. Les extraits ont présenté une activité antihémolytique, un bon pouvoir réducteur dans
les tests du pouvoir réducteur et le test phosphomolybdate (PPM) avec un meilleur effet de
I’E.AE par rapport a I’E.But. De méme, I’E.AE a montré le plus important effet piégeur vis-a-
vis du radical DPPH, ABTS™, du radical hydroxyle, d’anion superoxyde et du peroxyde
d’hydrogéne avec des ICsg de 3.43 pg/ml, 1.59 pg/ml, 323.45 pg/mil, 103.80 pg/ml et 11.56
png/ml, respectivement. En plus, les deux extraits ont considérablement inhibé 1’oxydation du
B-caroténe avec des taux de 92% et 85% et ’oxydation de I’acide linoléique avec des
pourcentages de 89% et 70% pour I’E.AE et E.But respectivement. In vivo, I’activité de la
catalase et de la SOD, et les taux du MDA et du GSH ont été évalués dans I’homogénat du
foie de souris. Les résultats montrent une préservation de I’activité de la catalase et une
augmentation significative de 1’activit¢é de la SOD. Les deux extraits ont induit une
diminution significative du taux de GSH en comparaison avec le groupe contréle et le groupe
traité avec 1’acide ascorbique. Par contre, le taux du MDA n’a pas changé. L’activité anti-
inflammatoire des deux extraits a été également évaluée in vivo et in vitro. Le traitement local
des souris par 2 mg/oreille d’E.AE ou d’E.But a inhibé significativement 1’inflammation
induite par ’huile de croton avec 74% et 66%, respectivement. De méme, les deux extraits a
la dose de 1 mg/poche ont significativement inhibé la migration des leucocytes (85.45% et
80.49%). D’autre part, le prétraitement par les deux extraits inhibe la dénaturation de la BSA
et protégent les hématies contre I’hémolyse avec 96% et 97% pour I’E.AE et I’E.But
respectivement contre 98% exercé par le diclofénac. Ces résultats montrent que les deux
extraits d’Arbutus unedo ont des activités anti-oxydantes et anti-inflammatoires dues a la
présence de composés bioactifs. En effet, I’analyse phytochimique a révélé que ces extraits
sont riches en polyphénols et en flavonoides. Ainsi, la plante Arbutus unedo pourrait étre
exploitée comme source potentielle de composé€s bioactifs naturels doués d’activités
antiinflammatoire et antioxydante.

Mots clés : Anti inflammatoire, Antioxydant, Arbutus unedo, Flavonoides, Polyphénols.



Abstract

In this study the antioxidant and the anti-inflammatory activities of ethyl acetate (E.AE) and
butanol (E.But) extracts from leaves of Arbutus unedo were evaluated. Both extracts showed a
significant protective effect against AAPH-induced erythrocyte hemolysis, with a good
correlation between concentration and half-hemolysis time (HTsp). The tow extracts showed a
good reducing activity in reducing power and phosphomolybdate (PPM) tests with
remarkable effect of E.AE compared to E.But. E.AE also showed the most important
scavenging effect against DPPH radical, ABTS radical, hydroxyl radical, superoxide anion
and hydrogen peroxide with ICsy values of 3.43 pg/ml, 1.59 pg/ml, 323.45 pg/ml, 103.80
pg/ml and 11.56 pg/ml respectively. In addition, the extracts inhibited the oxidation of p-
carotene with percentages of 92% and 85% and the oxidation of linoleic acid with percentages
of 89% and 70% for E.AE and E.But respectively. In vivo, catalase and SOD activities, MDA
and GSH levels were evaluated in the homogenate of mouse liver. The results show a
preservation of catalase activity and a significant increase in SOD activity. Both extracts
induced a significant decrease in GSH levels compared to the control group and the group
treated with ascorbic acid. On the other hand, the MDA level was not influenced. The anti-
inflammatory activity of both extracts is also evaluated in vivo and in vitro. Topical
application of 2 mg/ear of E.AE or E.But reduced ear edema induced by croton oil by 74%
and 66% respectively. These values are higher than those obtained with indomethacin (53%)
used as reference product. Similarly, both extracts (1mg/ear) inhibit leukocyte migration with
85.45% and 80.49% respectively. In vitro, both extracts prevented BSA denaturation and
inhibited the erythrocytes hemolysis by 96% and 97% for E.AE and E.But respectively
against 98% exerted by diclofenac. These results show that both extracts of Arbutus unedo
have antioxidant and anti-inflammatory activities that could be exerted by their bioactive
compounds. Indeed, phytochemical analysis revealed that these extracts are rich in
polyphenols and flavonoids. Thus, Arbutus unedo plant could be exploited as a potential

source of bioactive compounds with height antioxidant and anti-inflammatory activities.

Key words: Anti-inflammatory, Antioxidant, Arbutus unedo, Flavonoids, Polyphenols.



LISTE DES ABREVIATIONS

AINS : Anti-inflammatoires non stéroidiens

AIS : Anti-inflammatoires stéroidiens

ASK-1: Signal d’apoptose regulant la Kinase-1

BHT: 2, 6 di-tert-butyl-4-methylphenol

CAT: Catalase

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité

COX : Cyclooxygénase

DLsg : Dose létale 50

DPPH : 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazyl

E.AE : Extrait d’acétate d’éthyle

E.But : Extrait butanolique

EAG : Equivalent d’acide gallique

ELAM : Molécules d’adhérence des leucocytes endothéliales
EQ : Equivalent quercétine

ERK : Kinases régulées par un signal extracellulaire
GSH : Glutathion

LC-ESI/MS : Liquid Chromatography Electrospray lonization Tandem Mass Spectrometric
ICs0 : Concentration inhibitrice a 50%

ICAM : Molécule d’adhésion intercellulaire

IFN-y : Interféron y

IL : Interleukine

INOS : Oxyde nitrique synthase inductible

IkB : Inhibiteur de kB

JNK : Kinase-c-Jun N-terminal

LOX : Lipoxygénase

LTB4: Leucotriene B4

MAPK : Protéine Kinase Activé par les agents Mitogenes
MDA: Malondialdéhyde

MPO: Myéloperoxydase

NADPH-oxidase : Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase
NF-xB : Facteur nucléaire- xappa B

NO : Monoxyde d’azote



OCDE : Organisation de Coopération et de Développement Economiques
PAF : Facteur d’activation plaquettaire

PAL : Phosphatase alcaline

PG : Prostaglandine

PKC : protéine kinase C

PLAZ2 : Phospholipase A2

PMN : Polymorphonucléaire neutrophile

SD : Standard déviation

SEM : Erreur standard de la moyenne

SOD: Superoxyde dismutase

STAT : Transducteur de signal et Activateur de Transcription
TGF-p : Facteur de croissance transformant f3

TNF-a : Facteur de nécrose tumorale-o

VCAM : Molécules d’ Adhérence des Cellules Vasculaires -1
XO : Xanthine oxydase



LISTE DES FIGURES

Figure 1. Sources de production endogene des radicaux libres...........ccoocevveveeieiieieeieseennnn, 4

Figure 2. Fuite d’électrons source de ROS au niveau de la chaine de transport d’électrons ... 5

Figure 3. Production du radical superoxyde par la xanthing oXydase ...........c.ccocrvvrvriviieinennns 6
Figure 4. Conséquences du Stress OXYAatif ..o 13
Figure 5. Différents niveaux d’action des antioXydants ...........cccceeveveerenieiieenesieeseese e 14
Figure 6. Digramme de classification des antioXydants ............ccccecevverenieieenesiese e 14
Figure 7. Quenching physique de 1’oxygéene singlet par les caroténoides ............ccoccevrvenee. 19
Figure 8. Structure chimique générale des flavonoides et leurs différentes classes .............. 21
Figure 9. Evolution de 1’inflammation aigue ............cccerereneieneninisceee e 23
Figure 10. Etapes de I"inflammation @igUe ...........cceevvriririeiieiienene s 24
Figure 11. Processus de résolution et de réparation tiSSUlAITe .............cccevvevviieieeieciiesecnns 27
Figure 12. Mécanisme d’action des glucocorticoides ..........covvmiririeieienenenesese e 34
Figure 13. Photographie d’ArbUtus UNEAO L. ........cccoiiiiiiiiiiiic e 39
Figure 14. Droite d'étalonnage de I'acide galliqUe............cccooveiieiieiiiiccece e 44
Figure 15. Droite d’étalonnage de 1a qUErCEtNE ..........coocevveiiiriiiiiiii e 45
Figure 16. Profils chromatographiques de I’E.AE (A) et I’E.But (B) d’Arbutus unedo obtenus
PAr LC-E S M S . . e 57

Figure 17. Cinétique de I’hémolyse érythrocytaire induite par I’AAPH en présence de
I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE), I’extrait butanolique (E.But) d’Arbutus unedo et du
L0010 P 66
Figure 18. Activité antiradicalaire de D’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique
(E.But) des feuilles d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical DPPH......................... 69
Figure 19. Activité antiradicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique
(E.But) des feuilles d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical ABTS ..........cccocvvvnene 70
Figure 20. Activité anti-radicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique
(E.But) des feuilles d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical OH. .............ccccevennen. 71
Figure 21. Activité antiradicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique
(E.But) des feuilles d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical Oy ......ccccovvevennne. 72
Figure 22. Activité anti-radicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique
(E.But) des feuilles d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical HyOz ......cccocvvvvvinnen. 74
Figure 23. Cinétique de blanchissement du f-caroténe a 470 nm en présence et en absence
des extraits des feuilles d’Arbutus unedo et de BHT .....cccovvvivviee ceevieiiiiieieeeen. . 16



Figure 24. Activité antioxydante des extraits (E.AE et E.But) d’Arbutus unedo et de BHT
dans le systéme B-carotene/acide lNOIEIQUE. .........ccooerieiiiriiniieeee e e 76
Figure 25. Cinétique de la peroxydation de I’acide linoléique en présence et en absence des
extraits (E.AE et E.But) d’Arbutus unedo et du BHT @500 NM. ......cccocovvviiieiicie e 77

Figure 26. Activité inhibitrice de la peroxydation de I’acide linoléique des deux extraits
d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) d’Arbutus unedo et du BHT au temps 96 h et
a une concentration de SOUG/ML. ...c..ooeiiiie e 77
Figure 27. Pouvoir réducteur des extraits d’acétate d’éthyle et butanolique d’Arbutus unedo et
AU BHT @ 700NM <.ttt ettt ettt et e bbb e e e b nb et eneene e 80
Figure 28. Effet de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et ’extrait butanolique (E.But) d’A.
unedo sur I’cedéme de 1’oreille induit par I’huile de croton chez la souris...........ccccceevveiveennnne 82
Figure 29. Effet de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et de I’extrait butanolique (E.But) de la
partie aérienne d’A. unedo sur I’infiltration des leucocytes vers la poche d’air ..................... 83
Figure 30. Effet de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et de I’extrait butanolique (E.But) de la
partie aérienne d’A. unedo sur la dénaturation de BSA ... 84
Figure 31. Effet de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et de I’extrait butanolique (E.But) de la
partie aérienne d’A. unedo sur la lyse des érythrocytes humains induite par un milieu

)77 1010 1 o - Pt 85



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Teneur des extraits E.AE et E.But d’Arbutus unedo en polyphénols totaux et
FIAVONOTARS ... bbb bbbttt b et st nenne s 56
Tableau 2. Composés phénoliques identifiés par LC-ESI/MS dans ’extrait d’acétate d’éthyle
(E.AE) et I’extrait butanolique (E.But) d’Arbutus Unedo ..........cccoeveererieniinniene e 58
Tableau 3. Effet de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et ’extrait butanolique (E.But) d’A.

unedo sur la catalase, la SOD, le MDA et le GSH du surnageant hépatique. ...........c.cccoeve.... 63
Tableau 4. Activité anti-hémolytique de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE), de I’extrait
butanolique (E.But) d’Arbutus unedo et du Trolox a différentes concentrations ................... 65
Tableau 5. Valeurs des ICsg des extraits d’Arbutus unedo et de BHT (test de DPPH).......... 68
Tableau 6. Valeurs des ICsg des extraits d’Arbutus unedo et de BHT (test d’ABTS)............ 70

Tableau 7. Valeurs des ICsy des extraits d’Arbutus unedo et de I'acide ascorbique (test de

piégeage du radical hydroXyle..........ooiiiiiiii i 71

Tableau 8. Valeurs des ICsp des extraits d’Arbutus unedo et de I’acide gallique (test de

piégeage de 1’anion SUPETOXYAE. ... .ouuriuinier ittt ettt et e e e e 73

Tableau 9. Valeurs des ICsy des extraits d’Arbutus unedo et de I'acide ascorbique (test de

piégeage de peroxyde d’hydrogene)...........coevuiiiiiiiiiiiii i 74
Tableau 10. Les ECsgdes extraits d’Arbutus unedo et du BHT (Pouvoir réducteur)............ 79

Tableau 11. Capacité antioxydante totale des extraits E. AE et E. But d’Arbutus unedo...... 81



Sommaire

INTRODUGCTION ..ottt sttt sttt be st et e sesbe st eseeresseeerensennens 1
. STRESS OXYDANT ..ottt sttt sttt st se st et e s b e se e enensennens 3
[.1. Especes r€actives de ITOXYZENE ....uuiiiiiiiiiiieiiiie ettt nine e 3
1.2. Source des espéces réactives de I"OXYZENE.......ucivviiiiiiiiiiie e 3
1.2.1. SOUICES ENUOGENES ......eevieiieitieieeteesieeste et e steeste e te e te e e ste e teessesreesteaneesreesneeseesreensens 3
1.2.2. SOUICES EXOUENES .. .veuveeureesiestteteeseesteesseaseesseesseaseesseeseassesseesseasseaseessesssesseessesseesseessens 7
1.3. Fonctions physiologiques deS ROS ..........coiiiiiieiicc e 8
1.4, CIDIES S ROS ...ttt ettt e ne e be et e enreenteenee e 10
1.4.1. OXydation de I’ ADN ......ccoiiiiiieieieese e eneas 10
1.4.2. Oxydation des COMPOSES lIPIAIQUES.......cerriiiriiieiieereeese s 10
1.4.3. OXYdation deS PrOtEINES. .......ciueieierieieeeterie ettt 11
1.5. Stress oxydant et PatNOIOGIES ........cc.ooviiiiiiiiiieee e 12
1.6. DEFENSES ANTIOXYUANTES ......oviiiiiiiiiieiceie ettt 13
1.6.1. ANtioXYdantS ENAOGENES ..........oieiirierieieieie ettt 15
1.6.2. ANtIOXYAANTS BXOGENES ......vveeerieteiiesieieeie ettt ettt ettt r e s 17
1.6.3. Effets antioxydants des flavonoides ..o 21
L INFLAMMATION ..ottt e et s e et e e snae e e st e e e enaeeennneas 22
L1, INFlammation QIQUE .......c.oiiiiiiiciee et 23
1.1 1.PRaSE VASCUIAITE.......oeeiiieiiisieeiiee ettt nneas 24
11.1.2. PRaSe CRIUIAITE .......oveieie ettt eneas 25
11.1.3. Phase de rESOIULION .......ccueiiiiiieieieiese e nne s 26
1.2, Inflammation ChroNIQUE ........c.eeiiieie e 27
I1.3. Médiateurs de I’inflammation ...........ccceiivieiiiie i 28
11.3.1. Médiateurs plaSMAatiQUES ...........cceiieiieeiieiie sttt sre e 28
11.3.2. MEdIateurs CEHUIRITES. ........coiiieieieece e eneas 29
I1.4. Inflammation et PathOlOGIES..........coviiiiiiece e 32
IL.5. Traitement de I’Inflammation ..........ccceiiiuieiiiie i 32
11.5.1. Anti-inflammatoires StErOTAIENS .........oieiviiiiieieiee e 33
11.5.2. Anti-inflammatoires NoN StErOTAIENS ..........cccviieierieie e 34
11.5.3. Anti-inflammatoires NALUIEIS...........cooiiiiiiiiiee e 35
I1.6. Relation stress oxydant et inflammation ..............ccccveveiieniiic e 36

. ARBUTUS UNEDO L. ..ot 37



I11.1. Classification botanique d’Arbutus UNEAO .........cccvvvieiieiiiiie e 38

I11.2. Aspect botanique d’ArbULUS UNEUO........ccveiiiieiiee e 38
[11.3. COmMPOSItION CHIMIQUE .....cveeieiiecie ettt sre e 39
1.4, ACtIVITES DIOIOGIQUES ... 40
1.5, USage traditionNNEl ..........ooiiiiiicee e 41
MATERIEL ET METHODES. ...ttt 43
IR U] =] RSP 43
.1 Materiel VEGALA ........coooiiiiee e s 43
I g [ 4 1O PR 43
1.3. SaNg NUMAIN BLDOVIN ... 43
Y oo PR 43
[1.1. Préparation des EXIraitS..........ccoeieirereirirerie et 43
11.2. Analyses PhyTOChIMIQUES ........oiiiiiieee e 44
[1.3. Etude de 1a tOXICItE QIGUE .......coveuieiiiieieicierie e 46
I1.4. Activité antioxidante in vivo des extraits d’Arbutus Unedo..........c.ccceevevererenesnanns 46
I1.5. Activité antioxydante in vitro des extraits d’Arbutus unedo ...........cccccevvviiiniinnnns 49
11.6. Activité anti-inflammatoire ...........ccooeiiiiiii e 53
1.7, ANAlYSES SLALISTIQUES. ... .ccveeieiticiie ettt ste e e nre e 55
RESULTATS ET DISCUSSION......ociiiiiiieieise et 56
I. ANalyses PRYLOCHIMIQUES ......cc.eeiiiiccie ettt 56
I.1. Polyphénols totaux et flavonoides ..........c.coeiieiieiiiiccece e 56
I.2. Caractérisation phytochimique par LC-ESI/MS..........ccccoov i 56
IT. TOXICITE @IQUE ..eveeeeeieie ettt ettt sbe st b e ne e 60
I11. Activité antioxydante in vivo des extraits d’Arbutus unedo .........ccccceeeveiiieiciennnnnnn 61
HLL. Effet SUr 18 Catalase .........coueiiiiiiieiiee e 61
HHE2. EFFEE SUI SOD ...ttt 61
HE3. EFfEt SUN 18 MDA ... e e 62
T4, EFFEESUN GSH ... et 63
V. Activité antioXydante IN VItFO .........ccocoiiiiiiee e 64
IV. 1. Effet protecteur des extraits contre I’hémolyse érythrocytaire ...........ococevvirennnnnn. 64
IV.2. ACtiVité anti-radiCalaire ............ceiuerieiiiiie s 68
IV.3. Effet sur la peroxydation HPIdIQUE .........c.ooeeiieiiiieseee e e 75
V.4, POUVOIT FEAUCTEUL .....ouvevieie ittt nennanneas 79

IV.5. Test phosphomolybdate (PPIM)........coiiiiiiiiiieienieseee e e 80



V. Activité anti-inflammatoire des extraits d’ Arbutus UNEAO ..........coeveeccmeeeeeeeeeeeeeeeeeaen 81

V.1. Effet des extraits sur I’cedéme de 1’oreille induit par 1’huile de croton chez la souris

........................................................................................................................................... 81
V.2. Effet des extraits sur 1a poche d’air.........cceviiiiiiiiiiiiii i 83
V.3. Effet des extraits sur la dénaturation des protéines..........ccccevvvevveveeieereeseseese e 84
V.4. Effet des extraits sur la stabilité membranaire des érythrocytes humains................. 84
CONCLUSION ET PERSPECTIVES ......ct ittt 89

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ..o 91



INTRODUCTION



INTRODUCTION 1

INTRODUCTION

Les especes réactives de I'oxygéne (ROS) sont produites par les organismes vivants au
cours du métabolisme cellulaire normal lors de la respiration cellulaire et de la lutte contre les
agents exogenes. Les ROS agissent comme des médiateurs dans les réactions de défense
cellulaire antioxydantes et anti-inflammatoires, elles sont impliquées dans les mécanismes de
phagocytose, d’apoptose et de détoxification. Une production excessive de ROS peut
endommager diverses biomolécules telles que les protéines, ’ADN et les acides gras
polyinsaturés, provoquant des lésions a différents niveaux cellulaires dont certaines favorisent
le développement de plusieurs maladies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires,
athérosclérose, cancer et vieillissement. L’organisme humain est protégé contre le stress
oxydatif, par un systeme de défense antioxydant complexe qui consiste en un réseau
enzymatique et non enzymatique, endogéne et exogene qui agissent synergiquement. Pour
renforcer le systeme antioxydant spontané qui peut étre défaillant dans certaines conditions,
une supplémentation en molécules antioxydantes est nécessaire. Cependant, l'utilisation

d'antioxydants synthétiques est associée a des effets secondaires indésirables.

La réaction inflammatoire est un mécanisme de défense nécessaire pour préserver
I'intégrité de l'organisme, elle fait intervenir différents types de cellules et nécessite un réseau
de communication intercellulaire impliquant de nombreux médiateurs chimiques pro ou anti-
inflammatoires qui peuvent entretenir ou modifier la réponse inflammatoire. Une production
excessive de ces mediateurs conduit le plus souvent a une activation inappropriée des cellules
inflammatoires, générant ainsi des lésions tissulaires graves associées au développement de
plusieurs pathologies inflammatoires et auto-immunes comme l'arthrite, I'asthme, I'eczéma, la
goutte, la rhinite allergique et les ulceres gastriques et duodénaux.

La production non contrdlée des especes réactives de 1’oxygeéne et de 1’azote peut initier
ou amplifier les processus inflammatoires, conduisant a plusieurs maladies tels que le cancer,
le diabete, I’asthme, le vieillissement précoce, les maladies neurodégénératives, les maladies
cardiovasculaires et inflammatoires. La neutralisation de ces especes par les antioxydants,

surtout d’origine naturelle, peut limiter les altérations des biomolécules.

Le traitement de I’inflammation est souvent basé sur ’apport d’anti-inflammatoires
stéroidiens et non stéroidiens. Ces molécules synthétiques présentent des risques de toxicite
gastro-intestinale et rénale et le risque est d’autant plus important que la posologie est élevee
et que le traitement est prolongé. Et c’est ainsi, que la phytothérapie pourrait étre proposée

comme la meilleure alternative avec des effets secondaires moindres.
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En s’appuyant sur cette vision, Il est intéressant d’intensifier I’effort de recherche dans le
domaine des plantes médicinales pour développer de nouveaux remedes naturels contre

diverses affections, avec moins d’effets secondaires et un cott plus faible.

Les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans les domaines
pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique qui s’orientent vers l’incorporation des
molécules d’origine naturelle dans leurs produits. En effet, de nombreuses études ont prouvé
que les substances d'origine vegétale sont douées de plusieurs activités biologiques y compris

I'activité anti-oxydante et anti-inflammatoire.

De ce fait, ces dernieres années plusieurs recherches se sont orientées vers la valorisation
des plantes médicinales utilisées traditionnellement pour traiter plusieurs pathologies afin
d’homologuer et d’autoriser leurs utilisations sur des bases scientifiques et éviter les

utilisations anarchiques de la médecine folklorique.

C’est dans cet objectif que s’inscrit notre travail qui vise a évaluer I’effet antioxydant et
anti-inflammatoire de [’extrait d’acétate d’éthyle et I’extrait butanolique des feuilles
d’Arbutus unedo, connue en Algérie sous le nom de lendj ou sasnou. C’est une plante
largement distribuée dans le nord de 1’ Algérie et utilisée également en médecine traditionnelle
comme remeéde naturel contre le diabete et I'nypertension artérielle. Elle est aussi connue pour
ses vertus diurétiques, anti-hémorroidaires et antidiarrhéiques. Elle est utilisée également pour

les maladies rénales, dermatologiques, urologiques, cardiaques et gastro-intestinales.
Cette étude renferme trois volets:

* Le premier est 1’étude phytochimique qui consiste en la préparation et 1’é¢tude des extraits
d’acétate d’éthyle et butanolique des feuilles d’Arbutus unedo

* Le second est consacré a 1’évaluation de I’effet antioxydant des deux extraits par plusieurs
tests in vivo et in vitro.

* Le troisieme est consacré a évaluer I'activité anti-inflammatoire des extraits étudiés in vivo

et in vitro.
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I. STRESS OXYDANT

Les radicaux libres sont constamment produits dans 1’organisme, mais en faible quantité.
Ils agissent généralement comme meédiateurs cellulaires ou comme élément de défense. Dans
les conditions physiologiques normales, un équilibre est établi entre les oxydants et les
antioxydants, si cet équilibre est perturbé a la suite d'un défaut du systéme antioxydant ou
d'une carence en antioxydants ou a la suite d'une production excessive de radicaux libres, cela
conduit a ce qu'on appelle le stress oxydatif (Favier. 2003). Ce déséquilibre peut endommager
certaines macromolécules (acides nucléiques, lipides et protéines), conduisant ainsi a

I’apparition de plusieurs maladies (Pisoschi and Pop, 2015; Smaga et al., 2015).

I.1. Especes réactives de ’oxygene

Les espéces réactives de I’oxygene (ROS) peuvent étre des radicaux libres qui possédent
au moins un électron non apparié sur la couche externe (radical hydroxyl OH’, superoxyde
0%, le radical peroxyl ROO") ou des dérivés non radicalaires, dont la réactivité est trés élevée
comme le peroxyde d’hydrogéne H,0,, I’oxygéne singlet *O, et 1’acide hypochloreux HOCI
(Bala and Haldar, 2013).

Les especes réactives de 1’azote (RNS) forment un sous-groupe d’oxydants dérivés de
I’oxyde nitrique ou monoxyde d’azote (NO) comme le radical monoxyde d’azote (NOY),

’anion peroxynitrite (ONOQ) et le radical dioxyde d’azote (NOy), (Sisein, 2014).

I.2. Source des especes réactives de ’oxygene

Les ROS, y compris les radicaux libres, apparaissent a 1’intérieur et a 1’extérieur de la
cellule eucaryote par plusieurs voies dont la principale source est le métabolisme cellulaire
(sources endogeénes). Le milieu environnemental joue aussi un réle important dans la

production des ROS et des RNS (sources exogenes).

1.2.1. Sources endogénes

La production des radicaux libres dans les cellules des mammiféres découle de plusieurs
sources essentiellement d’origine enzymatique, comme le cytochrome P450, le peroxysome,
le microsome, les réactions catalysées par les métaux ou par les neutrophiles, les éosinophiles
et les phagocytes au cours de l'inflammation et egalement des réactions de transfert

d'électrons dans les mitochondries (Casas-Grajales and Muriel, 2015), (Figure 1).
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Figure 1. Sources de production endogene des radicaux libres (Serteyn et al., 2003).

La chaine respiratoire mitochondriale est responsable de la production d’environ 90% des
ROS dans la cellule (Balaban et al., 2005). L’anion superoxyde O, résulte de la fuite
d’¢lectrons lors de leur transfert par les complexes de la chaine respiratoire (Figure 2), (Valko
et al., 2007). La production des ROS par la chaine respiratoire peut étre amplifiée dans
certaines conditions physiologiques comme I’hyperglycémie et 1’alcoolisme (Beckman and

Ames, 1998).
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Figure 2. Fuite d’¢lectrons source de ROS au niveau de la chaine de transport d’électrons

(UQ : Ubiquinone, Cyt C : Cytochrome C) (Al Ghouleh et al., 2011).

Au cours de I’inflammation, les cellules phagocytaires stimulent une augmentation
brutale de la consommation d’oxygene, en activant la NADPH oxydase, ce qui permet de
produire de grandes quantités d’anion superoxyde, d’oxyde nitrique et de peroxyde
d’hydrogene (Rahman, 2007). Dans les neutrophiles, la NADPH oxydase produit le radical
superoxyde nécessaire a la destruction des bactéries (Valko et al, 2004). L’activation
simultanée de la NADPH oxydase et de la myéloperoxydase (MPQ), conduit a la production
de 'O, et de I’acide hypochlorique, I’'un des puissants oxydants phagocytaires a forte activité
microbicide qui amplifie la production des ROS (Steinbeck et al., 1993 ; Serteyn et al., 2003).
La NADPH oxydase non phagocytaire (fibroblastes) produit des radicaux libres en faible
guantité qui jouent le réle de régulateurs dans les cascades de signalisation intracellulaire (Bae
etal., 1997).

D’autres enzymes sont également productrices de ROS comme la xanthine oxydase (XO)
qui joue un role important dans le métabolisme des purines. Cette enzyme catalyse
I'nydroxylation oxydative de I'hypoxanthine en xanthine (Figure 3) puis la xanthine en acide
urique (Rahman, 2007). Dans les deux réactions, I’oxygéne moléculaire est oxydé en O™ puis

en peroxyde d’hydrogeéne (Terkeltaub et al., 2006).
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Figure 3. Production du radical superoxyde par la xanthine oxydase (Valko et al., 2004).

Les enzymes du cytochrome P450 représentent une autre source de production de
radicaux libres d'oxygene lors de la détoxification de molécules étrangéres. Le cytochrome
P450 utilise I'oxygéne pour lI'oxydation de ces particules étrangeres tout en produisant des
radicaux superoxydes (Butler and Hoey, 1993). Le foie est le principal organe de production
de peroxyde d'hydrogéne par les peroxysomes (Rahman, 2007).

De méme, les lipooxygénases et les cyclooxygénases représentent une importante source
de ROS dans les parois vasculaires (Madamanchi, 2005). La 5-LO catalyse 1’oxydation des
acides gras polyinsaturés en donnant des hydroperoxydes toxiques pour la cellule, comme elle
intervient dans la formation du H,O; par les lymphocytes T en réponse aux interleukines-13
(Droge, 2002). La 12 et 15-lipooxygénase peuvent oxyder les acides gras estérifiés comme

ceux retrouvées dans les phospholipides et les stérides (Belkner et al., 1991).

Par ailleurs, des réactions non enzymatiques comme celles catalysées par la présence de
métaux de transition réduits (Fe et Cu) représentent d’importantes sources d’especes
hautement réactives (Valko et al., 2007). En effet, le peroxyde d’hydrogéne peut réagir avec
des métaux de transition résultant en sa dissociation en radical hydroxyle OH", extrémement
réactif qui peut initier de nombreux dommages oxydatifs au niveau des molécules biologiques

comme 1I’ADN, les protéines ou les lipides membranaires (Droge, 2002).

La réaction de Fenton (réaction 1) illustre la dissociation du H,O, en présence du fer

ferreux.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 7

De plus, le peroxyde d’hydrogene peut, grace a la réaction avec I’anion superoxyde, dite

réaction de Haber-Weiss, générer le radical hydroxyle (réaction 2).
H,0, + Fe** — OH + OH + Fe** (1)
H,O, + O,"+ — OH + O, + OH" 2

Encore, la réaction avec 1’ubisemiquinone semble étre la source la plus importante de la
réduction d'oxygéne dans les membranes mitochondriales, vu que les mitochondries générent

environ 2-3 nmol d’O, " /min/mg de protéine (Rahman, 2007).

Les radicaux libres azotés sont formés par l'intervention de I’oxyde nitrique synthase
(NOS) qui catalysent la transformation de I'arginine en citrulline. Ces enzymes (NOSSs)
existent sous trois formes possibles ; Neuronale (nNOS), endothéliale (eNOS) et inductibles
(iNOS). Les deux premiéres formes existent en permanence dans la cellule et leur activité est
régulée par la concentration de calcium intracellulaire. Par contre, les iNOS sont produites
dans les phagocytes sous la stimulation des lipopolysaccharides et des cytokines (Valko et al.,
2007).

Les cellules du systeme immunitaire ont la capacité de produire I'oxyde nitrique par
I’activation des réactions d’oxydation au cours des réactions inflammatoires. L'oxyde nitrique
(NO) peut réagir avec 1’anion superoxyde (O™) pour produire un radical libre plus réactif,

I’anion peroxynitrite (ONOQO") qui provoque la peroxydation des lipides et ’endommagement
de 'ADN.

1.2.2. Sources exogenes
Des facteurs exogenes liés a l'environnement ou au mode de vie sont également a

l'origine d'une accumulation de radicaux libres dans 1’organisme.

L'exposition prolongée au soleil (UV) induisent la synthése d’anions superoxydes, de
I'oxygene singlet, de radicaux hydroxyles et de peroxydes d’hydrogéne (Martinéz-Cayuela,
1995 ; Chen et al., 2012). Les rayonnements X et y sont capables de générer des radicaux
libres en scindant la molécule d'eau (Favier, 2003).

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO,) présents dans la fumée de cigarette,
les radiations ionisantes, les champs électriques et les contaminants industriels, ainsi que
I’alimentation chimiquée sont autant d’éléments favorisant la production de ROS qu’une
carence en vitamines et oligo-élements, (Mena et al ., 2009). En plus, les polluants

atmosphériques constituent une importante source de RNS tels que le NO" et le NO™ qui
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causent des dommages directs sur la peau ou aprés inhalation (Koren, 1995). Ces oxydants
sont responsables de 1’auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des alvéoles pulmonaires
en participant a la genése de radicaux libres. Le NO" et le NO™ peuvent également réagir avec
I’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne pour former de puissants oxydants comme le
ONOQ’ et le radical OH’ (Pincemail et al., 1998 ; Bonnefont-Rousselot et al., 2001).

Les organes et les tissus de I’organisme ne sont pas identiques en termes de production
d’especes radicalaires. Les organes les plus métaboliquement actifs comme les muscles, ou
ceux exposes aux rayonnements UV, essentiellement les yeux, seront davantage susceptibles
de génerer des ROS et des RNS (Droge, 2002).

1.3. Fonctions physiologiques des ROS

A faible concentration, les espéces pro-oxydantes jouent un rdle physiologique trés
important. En effet, du fait de leur haute réactivité, ces espéeces régulent le phénomeéne
d'apoptose, en entrainant la mort de cellules évoluant vers un état cancéreux (Wang et al.,
1999; Soobrattee et al., 2005). Elles activent aussi des facteurs de transcription, activant a
leurs tour des génes impliqués dans la phagocytose (Goldsby et al., 2001). De plus, elles
modulent I'expression des genes de structure codant pour les enzymes antioxydantes (Valko et
al., 2007).

La plupart des cellules peuvent produire des radicaux peroxydes, du peroxyde
d'hydrogene et de l'oxyde nitrique selon les besoins (Devasagayam et al., 2004). A des
concentrations faibles ou modérées, ces radicaux sont nécessaires pour compléter les
fonctions de certaines structures cellulaires, et ils sont utilisés également dans le systéme de
défense de I'organisme (Das Sarma et al., 2010). En effet, les cellules phagocytaires
(neutrophiles, macrophages et monocytes) produisent des ROS en quantités suffisantes pour
détruire les micro-organismes étrangers. Dans ce systeme, les ROS sont produits par le
complexe NADPH qui transforme le O, en O (Kardeh et al., 2014). Ce dernier est ensuite
réduit dans le phagosome par la SOD en H202 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. Le HOCI est également un élément important de la défense antimicrobienne et
cela par destruction de 1’ancrage de I’ADN a la membrane bactérienne, ce qui entraine 1’arrét

de la réplication de I’ADN bactérien (Nordberg and Arnér, 2001).

Le r6le des ROS dans le systtme immunitaire apparait clairement chez les patients
atteints de la maladie granulomateuse. Ces patients présentent un déficit du systtme NADPH
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oxydase associé a la membrane cellulaire, donc ils sont incapables de produire le radical O,",
ce qui les rend sensibles aux infections et aux inflammations (Pham-Huy et al., 2008).

Les radicaux libres oxygénes et azotés jouent des rdles physiologiques dans certains
systémes de transduction du signal entre les cellules. Leur production par des analogues de la
NADPH oxydase dans les cellules non-phagocytaires joue un role clé dans la régulation des
réactions en chaine dans différents types de cellules, y compris les cellules endothéliales, les
cellules des muscles lisses vasculaires, les cellules du myocarde et celles de la glande thyroide
(Valko et al., 2007).

Les ROS influencent une large classe de molécules de transduction du signal, les MAPK
(mitogen-activated protein kinases) qui sont composées de trois sous-familles : les ERK
(extracellular signalregulated kinases), les JINK (kinases c-Jun N-terminal) et les kinases p38
(Droge, 2002; Martindale and Holbrook, 2002 ; Hurd et al., 2012). L’activation des ERK en
réponse aux ROS favorise généeralement la régulation de la prolifération cellulaire (Holbrook
and lkeyama, 2002; Li and Holbrook, 2003). Dans des conditions normales d’oxydo-
réduction, la thiorédoxine (Trx) se lie a I’ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) et
I’inhibe. Les ROS provoquent la dissociation du complexe Trx-ASK1, conduisant ainsi a
I’activation des deux autres familles de MAPK (JNK et p38) par ASK1 (Martindale and
Holbrook, 2002). L’activation de ces kinases avec I’interaction des protéines régulatrices de la

prolifération conduisent a I’apoptose ou a la nécrose (Kardeh et al., 2014).

L'oxy-nitrite est impliqué dans les réactions de défense non spécifique de la cellule et la
destruction des agents pathogenes et des tumeurs. D'autre part, 1’anion superoxyde et le
peroxyde d'hydrogéne jouent le r6le de second messager dans la régulation de l'activité
cellulaire (Devasagayam et al., 2004) en activant les génes codant pour le facteur NFKB
(Valko et al., 2007), les cytokines TNF, IL1 et IL6, la protéine p21 et certaines enzymes
(lipoprotéine lipase, collagénase, aldose réductase, tyrosine, protéine phosphatase et
I'ornithine décarboxylase), et en inhibant les genes codant pour I'activateur du plasminogene
et la phosphoénolpyruvate carboxykinase (Favier, 2003).

Les radicaux libres jouent également un réle important dans le processus de fecondation,
du fait que le sperme en sécréte de grandes quantités afin de franchir la membrane plasmique
de l'ovule (Haleng et al., 2007).
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1.4. Cibles des ROS

En raison de leur réactivité elevée due a la nature instable, les especes réactives
d’oxygéne interagissent avec toute une série de substrats biologiques formant les cellules,

notamment I’ADN, les protéines et les lipides (Haleng et al., 2007).

1.4.1. Oxydation de ’ADN

L’ADN nucléaire et mitochondrial est une cible majeure des ROS. Les altérations les plus
communes sont I’hydroxylation des bases puriques et pyrimidiques et du squelette
désoxyribose par une abstraction d’hydrogéne de I’ADN par le OH’, provoquant le clivage
des brins et des mutations génétiques (Valko et al., 2006 ; Raedschelders et al., 2012; Kardeh
et al., 2014). L’altération la plus fréquente de ’ADN est 1’oxydation de la guanine par le
radical hydroxyle formant la 8- hydroxy-guanine (8-OHG). Cette derniére se lie a I'adénine au
lieu de la cytosine, donnant lieu a des mutations au niveau du matériel génétique, provoquant
le vieillissement et l'apparition de certaines maladies comme le cancer (Favier, 2003). Ce
produit de I’oxydation de ’ADN peut étre facilement dosé¢ dans les urines et est considéré
comme un marqueur de lésions nucléiques et de carcinogenése (Valko et al., 2006 ; Pisoschi
and Pop, 2015). Ces altérations de la molécule d’ADN peuvent également conduire soit a
I’arrét de I’induction de la transcription ou de la transduction des voies de signalisation, soit a
des erreurs de réplication, ou a une instabilité génomique et I’ensemble est associé au

phénomene de carcinogenese (Valko et al., 2006).

De méme, les RNS peuvent induire des oxydations de I’ADN. Le monoxyde d’azote et le
peroxynitrite interviennent dans 1’oxydation de la chromatine. De plus, le peroxynitrite peut
induire la formation de 8-nitroguanine. La majorité des altérations oxydatives de I’ADN sont
induites par le radical hydroxyle. Lorsque le peroxyde d’hydrogeéne échappe aux enzymes de
régulation, il peut rejoindre le noyau de la cellule et réagir avec les ions Fe** et Cu** associés
a la chromatine produisant ainsi le radical hydroxyle in situ qui attaque I’ADN le plus proche
(Valko et al., 2007).

1.4.2. Oxydation des composés lipidiques

Les acides gras polyinsaturés ainsi que les phospholipides membranaires riches en acides
gras polyinsaturés sont des cibles privilégiées des attaques oxydatives, qui conduisent a la
détérioration des membranes (Kardeh et al., 2014; Pisoschi and Pop, 2015), en modifiant

leurs fluidité, leur perméabilité et leur excitabilité (Hong et al., 2002).
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Initialement, le radical hydroxyle peut attaquer les acides gras insaturés en éliminant un
hydrogéne de I'un des deux atomes de carbone de la double liaison pour former un radical
diene conjugué. Ce dernier réagit avec une molécule d'oxygéne pour former un radical
peroxyle (ROQ") qui peut capter a son tour un proton d'un acide gras insaturé voisin (phase de
propagation) pour former un nouveau radical diéne conjugué (Valko et al., 2006 ; Kardeh et
al., 2014). On parle ici d’une réaction en chaine de la peroxydation lipidique. Ce processus
génere des hydro-peroxydes qui peuvent étres desactivés par la glutathion peroxydase ou
continuer a s'oxyder et a se fragmenter en aldéhydes et en alcanes (éthane, éthyléne, pentane).
Le malondialdéhyde (MDA), les acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-
HNE) sont les principaux produits toxiques libérés par les radicaux peroxydes, qui peuvent
étre utilisés comme indicateurs de la peroxydation lipidique. Donc, un seul événement
oxydatif peut altérer de nombreuses molécules lipidiques et induire une accumulation d’hydro

peroxydes dans les membranes (Valko et al., 2006).

D’autre part, l'attaque radicalaire sur les lipoprotéines aboutit a la formation de LDL
oxydées, qui peuvent se lier aux récepteurs spécifiques sur les macrophages. Ces dernieres se
transforment progressivement en cellules spumeuses qui ont un role important dans les
premiers stades de I'athérosclérose. De plus, ces LDL oxydées peuvent activer des complexes
immuns issus de la voie classique du complément et provoquent ainsi la sécrétion de

cytokines pro-inflammatoires par les macrophages (Saad et al., 2006).

1.4.3. Oxydation des protéeines

Les protéines sont des cibles importantes du stress oxydant. Une simple modification
structurale d’une protéine peut induire une modification de son fonctionnement. Les protéines
oxydées perdent genéralement leurs fonction catalytique ou structurale et deviennent plus
sensibles a 1’action des protéases et sont donc éliminées (Valko et al., 2007). Comme pour les
lipides, le radical hydroxyle est le plus réactif et est responsable des différentes altérations
oxydatives des protéines. L’oxydation des protéines peut se produire par une carbonylation,
une fragmentation ou un mauvais repliement et déploiement, ce qui contribue aux altérations

de la fonction des protéines (Pisoschi and Pop, 2015).

L’oxydation des protéines peut également induire des réticulations inter- et intra-
protéines et cela par addition d’un groupement lysine sur le groupement carbonyle d’une
protéine oxydée, par oxydation d’un groupement thiol des résidus cystéine formant des ponts
disulfures ou encore par oxydation des résidus tyrosine formant ainsi des ponts Tyr-Tyr. De
plus, la nitration des protéines par addition du peroxynitrite sur les fonctions tyrosine peut
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modifier séverement la fonction (Baudin, 2006). En effet, la tyrosine est un acide aminé
particulierement impliqué dans les voies de signalisation, en particulier par les réactions de
phosphorylation/déphosphorylation. Ainsi le stress oxydant peut avoir un effet sur la fonction
propre d’une protéine mais peut également avoir des répercussions sur 1’ensemble de la

régulation cellulaire (Valko et al., 2006).

Les protéines oxydées deviennent aussi trés hydrophobes soit par suppression de
groupements amines ionisables soit par extériorisation des zones hydrophobes centrales et la

formation des amas anormaux qui s’accumulent dans ou autour des cellules (Goto and Radak,

2013).

1.5. Stress oxydant et pathologies

Le stress oxydant provoque plusieurs dommages cellulaires qui sont a 1’origine de
développement de nombreuses pathologies humaines, telles que le cancer, la cataracte, la
sclérose latérale amyotrophique, le vieillissement accéléré, le diabéte et les deésordres
rhumatismaux (Figure 4), (Pincemail et al., 2002 ; Pham-Huy et al., 2008). Les dérivés
toxiques de 1’oxygeéne issus de I’oxydation des lipides et de ’ADN sont impliqués dans le
développement des maladies cardiovasculaires et du cancer (lesgards et al., 2002). Le role du
stress oxydant dans la relation syndrome métabolique — diabéte type Il — maladies
cardiovasculaires est de plus en plus établi (Kusano and Ferrari, 2008). Les maladies
dégénératives également seraient imputables au stress oxydatif généré par les radicaux libres
(Lesgards et al., 2002).

Les mécanismes moléculaires du stress oxydant ne sont pas encore bien établis. La
plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age, du fait que le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux libres avec un affaiblissement des systemes de réparations et de dégradations des
produits oxydés (Sohal et al., 2002 ; Phaniendra et al., 2015).
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Dépression
Accident vasculaire cérébral

Les vaisseaux cardiaques :
Artériosclérose
hypertension
Ischémie
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Figure 4. Conséquences du stress oxydatif (Nagar et al., 2017).

1.6. Défenses antioxydantes

Un antioxydant est défini comme une substance qui peut, méme a faible dose, retarder de
facon significative, ou inhiber 1’oxydation d’un substrat naturellement oxydable (Halliwell,
1999). Cette définition peut étre élargie et le terme "antioxydant™ englobe ainsi toutes les
molécules capables de protéger les systémes biologiques contre les réactions qui engendrent

une oxydation excessive (Park et al., 2001).

Les réactions d’oxydation sont multiples et peuvent impliquer des radicaux a la fois
initiateurs et propagateurs, c’est pour cela, 1'organisme est équipé de plusieurs systemes de
défense afin de lutter contre les dommages oxydatives (Figure 5). Certains antioxydants
agissent préférentiellement en supprimant ou en diminuant la formation des radicaux libres, ce
sont surtout les enzymes antioxydantes qui catalysent des réactions d’oxydoréductions durant
lesquelles les radicaux libres seront piégés. D’autres antioxydants agissent d’avantage sur les
radicaux formés a partir des réactions des molécules biologiques avec les radicaux libres. Ces
antioxydants réduisent ou inhibent ainsi la propagation des réactions d’oxydation en chaine.
Ceux-ci peuvent agir a différents niveaux des réactions d’oxydation (Pietta, 2000). D’autres
antioxydants permettent de réparer les dommages causés par les réactions d’oxydation donc
ils agissent a postériori en réparant les dégats grace a 1’action de certaines lipases, protéases,

transférases ou enzymes de réparation de I’ADN (Pietta, 2000).
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J
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Figure 5. Différents niveaux d’action des antioxydants (Pietta, 2000).

L’organisme utilise un ensemble d’antioxydants endogénes et exogénes (Figure 6) qui

servent a controler le niveau des espéces réactives pour les neutraliser et minimiser leurs

effets délétéres (Lobo et al., 2010).

Enzymatique —H
| | | Cofacteur ||| Vitamines et dérivés
Enzyme I [ Enzyme II Coenzyme Q10 Vitamine A (rétinol)
= = — Vitamine C (acide ascorbique)
SOD Clutathionne réductase [ Minéraux ] Vitamine E (tocophérols et tocotrienol)
Catalase Glucose6-phosphate 2 Vitamine K
Clutathionne peroxyde déshydrogénase zljc —
S | Caroténoides ]
ComPOSéS B-caroténe
organosulfurés Lycopéne
Allylesulfide ¢ - Y
2 omposes azotesnon
I Flavonoles I I Flavonoles “ Anthocyanines I I(;‘ld°le;,m po
- T — R proteiques
Quercétine Catéchine Cyanidine
Kampférol Pélagonidine Pélargonidine Acide urique

I Acides phénoliques
l ' |

I Isoflavonoides “ Flavanones “ Flavones

Genistéine Hespeéridine Chrysine - n
Acides Acides
hyodroxycinnamiques hyodroxybenzoiques
Acide ferulique Acide galligue

p-coumarique Acide ellagique

Figure 6. Digramme de classification des antioxydants, en vert : antioxydants exogenes, en

bleu : antioxydants endogénes (Godman et al., 2011).
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1.6.1. Antioxydants endogenes

Les antioxydants endogénes comportent des enzymes antioxydantes, représentées
principalement par la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion
peroxydase et la glutathion réductase (GPX et GR), en plus des thioredoxines, et des
peroxiredoxines (Birben et al., 2012). Les enzymes antioxydantes sont trés performantes dans
la détoxification des radicaux libres et des ROS. En plus d’éliminer directement les ROS, ces

enzymes participent également a la régulation du stress oxydant (Sayre et al., 2005).

Le super oxyde dismutase (SOD), est une métalloprotéine qui existe sous trois formes ; la
SOD cytosolique (Cu- et Zn-dépendante), la SOD mitochondriale (Mn-dépendante) et la SOD
extracellulaire. Elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en eau oxygénée moins
toxiques (Landis and Tower, 2005 ; Alfonso-Prieto et al., 2009).

2H "+ 20,"— H,O, + 02

Le peroxyde dhydrogene formé peut étre a son tour éliminé par la catalase et/ou la

glutathion peroxydase.

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les
peroxysomes. Elle se trouve surtout au niveau des globules rouges et des hépatocytes. Elle

catalyse la réaction de détoxification du H,O, (Sisein, 2014).
2 H,O0,— 2 H,O + O2

La glutathion peroxydase (GPX) est une enzyme sélénium dépendante qui se trouve dans
le cytoplasme ou elle joue un role majeur dans la régulation de 1’état redox physiologique
intracellulaire des cellules vasculaires. Elle catalyse la réduction de peroxyde d’hydrogene et
des peroxydes lipidiques en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme substrat donneur

d’hydrogéne et le transforme en glutathion oxydé (GSSG).
2 GSH + H,0,— GSSG+ 2 H,0

A D’aide d’une glutathion réductase (GR) et de NADPH, le GSH sera régénéré a partir du
GSSG (Valko et al., 2007).

GSSG + NADPH —2GSH + NADP*
La thioredoxine (TRX) est une enzyme présente dans toutes les cellules vivantes, elle
posséde un site actif conservé (Cys-Gly-Pro-Cys). Dans sa forme réduite elle contient deux
groupements thiol adjacents qui se transforment en unité disulfure a I'état oxydé TRX (Sisein,

2014). Ces enzymes interviennent dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du
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peroxyde d'hydrogene et dans la régénération de I'acide ascorbique a partir du radical ascorbyl
(Haleng et al., 2007).

En plus des enzymes, I’organisme dispose d’autres composés endogenes de faible poids
moléculaire qui sont capables de prévenir les dommages oxydatifs et qui interviennent sur les
molécules pro-oxydantes de fagon directe, en cédant leurs électrons aux radicaux libres, ou
indirectement, en chélatant les métaux de transition, empéchant ainsi la réaction de Fenton. Ils
peuvent étre soit des produits de synthese (glutathion, histidine dipeptide), des produits issus
du métabolisme cellulaire (acide urique), ou des protéines telles que la ferritine, la
ceruloplasmine et 1’albumine qui contribuent & leur tour dans la défense antioxydante
secondaire en chélatant les métaux de transition, prévenant ainsi la formation du radical
hydroxyle (Martinez-Cayuela, 1995; Masella et al., 2005; Birben et al., 2012). Du fait de leur
petite taille, ces antioxydants peuvent pénétrer facilement dans les cellules et se localisent a
proximité des cibles biologiques.

Le glutathion, I’'un des antioxydants avec un groupement thiol, est un tripeptide (Glu-
Cys-Gly), présent essentiellement dans le cytosol, le noyau et les mitochondries. La capacité
antioxydante de ce composé est due a I’atome de soufre qui s'adapte facilement a la perte d'un
électron. Le glutathion agit comme cofacteur pour plusieurs enzymes détoxifiantes, il
participe au transport des acides aminés a travers la membrane plasmique et élimine
directement les radicaux hydroxyles et I’oxygene singlet. De plus, le glutathion est capable de
régénérer les vitamines E et C oxydées en les transformant & leur forme active (Sisein, 2014),
il est aussi un agent chélatant, pour les métaux de transition. Au niveau hépatique, il est
détoxifiant car il peut se lier aux métaux toxiques comme le mercure et 1’arsenic (Clarkson

and Thompson, 2000; Lyn Patrick, 2006).

L’albumine aussi contient des groupements thiols possédant des propriétés réductrices

qui facilitent I’¢limination des radicaux libres dans le plasma (Haleng et al., 2007).

L’acide urique est 'un des meilleurs antioxydants du plasma, il couvre 35-60% de la
capacité antioxydante totale (Johnson et al., 2009). Il peut étre oxydé en différents produits
dont le prédominant est 1’allantoine qui augmente dans les muscles en cas d’effort (Hellsten et

al., 2001), et qui sera régénéré ensuite par la vitamine C (Vasconcelos et al., 2007).
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1.6.2. Antioxydants exogenes

En plus des antioxydants endogenes, d’autres mécanismes de lutte contre les radicaux
libres entrent également en jeu. Il s’agit de nombreuses molécules exogénes fournis par une
alimentation saine et équilibrée, trouvées essentiellement dans les fruits, les légumes les
plantes médicinales et les épices (Huang, 2018), et qui sont capables d’éliminer des composés
oxydatifs, ou de stopper les réactions d’oxydations en chaine, mais avec une spécificité
moindre (Birben et al., 2012). Parmi ces molécules, on trouve les vitamines E, C ainsi que des
phyto-constituants tels que les polyphénols (flavonoides, acides phénoliques et tanins), les

caroténoides (B-carotene) et autres (Nema et al., 2009).

1.6.2.1. Vitamines

Les vitamines sont définies comme étant des molécules organiques présentes dans les
aliments qui jouent un réle essentiel dans le fonctionnement normal du corps humain
(Shahidi and Naczk, 2003). Certaines sont dites essentielles, d’autres non car 1’organisme peut
les synthétiser, avec encore deux exceptions: la vitamine D qui est synthétisé sous ’action des
radiations UV du soleil, et la niacine dont la voie de synthese dépend du précurseur
tryptophane, apporté par 1’alimentation (Ball, 2006). Il existe deux classes principales de
vitamines, les vitamines liposolubles représentées par la vitamine A, D, E et K mais
également des caroténoides dotés d’activités provitaminiques A, et les vitamines
hydrosolubles comprennent la vitamine C et le groupe des vitamines B a savoir la thiamine
(B1), la riboflavine (B2), la niacine (B3), la pyridoxine (B6), ’acide pantothénique (B5),
I’acide folique (B9), et la cobalamine (B12).

La vitamine C (acide ascorbique) est considérée comme étant 1’antioxydant naturel le
plus puissant. Elle joue un rdle de prévention de I’oxydation dans le plasma et les fluides
extracellulaires (Comhair and Erzurum, 2002 ; Gulgin, 2012). Elle empéche 1’oxydation des
LDL produites par divers systemes générateurs d’especes réactives de 1’oxygene (neutrophiles
activés, cellules endotheéliales activées, myeloperoxydase), (Cuzzocrea et al., 2001). La
vitamine C peut agir directement sur les ROS (Comhair and Erzurum, 2002) ou indirectement
par son action de régénération de la vitamine E oxydée et du GSH et cela aprés son oxydation
en acide déhydroascorbique et sa transformation en radical ascorbyl (Sayre et al., 2005; Singh
et al., 2005).

La vitamine E contient un ensemble de molécules organiques possédant des activités
biologiques identiques a celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la

vitamine E inclut quatre tocophérols isomeres (a, B, y et ), avec une activité antioxydante
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variable (Singh et al., 2005) dont la forme a-tocophérol synthétisée par les plantes qui est la
plus active (Gulgin, 2012). C’est le principal antioxydant dans les membranes des cellules, en
particulier les membranes mitochondriales (Traber and Atkinson, 2002). Elle limite
essentiellement la peroxydation lipidique grace a son caractere lipophile qui favorise son
accumulation dans les tissus gras (Ball, 2006), la ou il peut arréter les réactions en chaine de
la peroxydation lipidique en captant un radical lipidique pyroxyle (LOO¢). Elle devient a son
tour un radical moins actif que le LOOe et pourra alors étre pris en charge par une autre
molécule antioxydante (Evans, 2000 ; Zelek et al., 2010). Par la suite la vitamine E oxydée
pourra étre reconvertie par la vitamine C mais également par d’autres composés comme la
vitamine A, le GSH et I’'ubiquinol. La vitamine E peut aussi activer les SOD et les catalases

(Margaritis et al., 2003; Lyn Patrick, 2006).

La vitamine Bes exerce un réle antioxydant indirect en favorisant la synthése de la cystéine
a partir de la methionine et ainsi renforcerait la production de GSH (Dalto and Matte, 2017).

La vitamine A, est exclusivement d’origine animale. Cependant, d’autres molécules,
appelées vitameres, qui sont dotés de I’activité du rétinol se cachent sous le nom de vitamine
A aussi, comme les caroténoides provitaminiques A (o- et f-caroténe, B-cryptoxanthine) qui
sont trés largement rependus dans le regne végétal (Ball, 2006). Cette vitamine A agit sur les
ROS en formant un radical de vitamine A qui pourra agir comme antioxydant en réagissant
avec un autre radical pour former un non radical, ou sera régeneré en vitamine A (Clarkson
and Thompson, 2000; Fisher-Wellman and Bloomer, 2009). En exces, la vitamine A pourrait

agir comme pro-oxydants en favorisant I’oxydation de I’ADN (Van Helden et al., 2009).

1.6.2.2. Caroténoides

Les caroténoides sont une classe de pigments naturels présents principalement dans les
fruits (Qian et al., 2012). Ce sont des composés liposolubles formés a partir d’unités isoprénes
(Rao and Rao, 2007). Les caroténoides les plus repondus dans les fruits et les [égumes sont le
lycopéne, la lutéine, le B- et a-caroténe et le B- cryptoxanthine qui représentent plus de 95 %

des caroténoides retrouves dans la circulation sanguine (Maiani et al., 2009).

L’activité antioxydante des caroténoides repose essentiellement sur le piégeage de 1’anion
superoxyde ou de radicaux peroxydes. Cependant, le mécanisme principal n’est pas chimique,
mais plutdt d’ordre physique. Il s’agit d’un phénomeéne de quenching physique dans la phase
lipidique entre un caroténoide et un O2" ou un 102 entrainant un transfert d’énergie a partir de

ce dernier vers le caroténoide (Figure 7). Il en résulte du dioxygéne triplet et un caroténoide
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triplet excité, qui sera capable de dissiper cette énergie et ainsi retrouver son état initial (Stahl
and Sies, 1993 ; Stahl and Sies, 2003).

Cette propriété des caroténoides est due a leur chaine carbonée polyinsaturée de structure
conjuguée et au nombre de doubles liaisons présentes. Ainsi, plus cette chaine est longue, plus
la dissipation de 1’énergie sera facilitée conférant un fort potentiel antioxydant. Enfin, dans
certaines conditions particulieres de pression partielle en oxygene élevee, ces caroténoides

peuvent basculer vers une action de type pro-oxydante (Rahman, 2007; Sisein, 2014).
'0,+C2>70,+7C
T CH+ Energie thermique

Figure 7. Quenching physique de I’oxygéne singlet par les caroténoides (Stahl and

Sies, 1993) (C : caroténoide ; 3C* : caroténoide triplet excité)

1.6.2.3. Polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans les plantes et qui jouent
un rdle essentiel dans ’attraction des pollinisateurs. Les plantes les utilisent également contre
les micro-organismes et les insectes (Li et al., 2012). lls regroupent plus de 8000 molécules,
divisées en une dizaine de classes chimiques qui présentent toutes dans leur structure au
moins un cycle aromatique hexagonal mono ou poly-hydroxylé (Tapiero et al., 2002, Tsao,
2010). Les composés phénoliques ; acides phénoliques, flavonoides et tannins, forment la
classe la plus important (Beta et al., 2005; Lattanzio, 2013).

Les mécanismes antioxydants des polyphénols dépendent de leur capacité a céder un
hydrogéne (Sisein, 2014), la chélation des ions métalliques, la diminution de la peroxydation
lipidique et la fixation des nitrates en évitant ainsi la formation de composés azotés mutagénes
(Li et al., 2012). Cependant, a des concentrations élevées ou a des conditions spécifiques
(augmentation de la concentration en ions métalliques, ou pH élevé), les polyphénols
deviennent oxydants (Sisein, 2014).

Les acides phénoliques (acide chlorogénique, caféique, protocatéchique, vanillique,
férulique, sinapique et gallique) contenus dans certaines plantes médicinales (Hale, 2003;

Psotova et al., 2003) sont considérés comme des antioxydants.

Les flavonoides forment la classe la plus large de métabolites secondaires des végétaux
(plus de 5000 molécules isolées), (Pietta, 2000; Sisein, 2014). Ils contiennent deux cycles

benzéniques liés entre eux par un cycle pyrane hétérogéne, et différent entre eux par leurs
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sites de fixation de groupements hydroxyle, méthoxyle et glycosidique s’il existe. Les
flavonoides comprennent plusieurs sous-groupes y compris les flavones, les flavonols, les

flavanones, les flavanonols et les anthocyanins (Figure 8), (Rahman, 2007).

Ces molécules agissent de différentes fagons soit par effet scavenger directe (Quinones et
al., 2013), soit par chélation de métaux de transition empéchant ainsi la réaction de Fenton
(Rodrigo et al., 2011) ou par inhibition de I’activité de certaines enzymes responsables de la
production de ROS comme la xanthine oxydase (Halliwell, 1994; Jayasena et al., 2013). De
nombreuses études menées sur des flavonoides naturels ont démontré que leur activité
antioxydante est due a la présence de certaines structures chimiques dans les flavonoides
comme les groupements hydroxyles et les groupements O-methyle (Bubols et al., 2013). Le
groupement hydroxyle libre donne un atome d’hydrogene a la molécule radicalaire en la
transformant ainsi en une molécule stable, tout en donnant un radical phénoxyle relativement
stable. L’¢limination des radicaux libres d'oxygene et d'azote par les flavonoides est due
principalement aux groupements hydroxyles de leur cycle B dont ils donnent un hydrogéne et
un électron au radical hydroxyle, radical peroxyle et au radical peroxynitrite ce qui conduit a
la stabilité de ces radicaux et ’apparition d'un radical flavonoide relativement stable (Heijnen

etal., 2001).

La présence des groupements O-méthyles est également une propriété de 1’activité
antioxydante des flavonoides du fait que les flavones méthylés sont plus stables au cours de
leur métabolisme hépatique et ils ont une absorption intestinale plus élevée. Ces propriétés
sont observées avec le 5,7- dimethoxyflavone et le 5,7,4- trimethoxyflavone (Walle et al.,
2007)
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Figure 8. Structure chimique générale des flavonoides et leurs différentes classes
(Banjarnahor and Artanti, 2014).

1.6.3. Effets antioxydants des flavonoides
Les flavonoides peuvent prévenir les dommages oxydatifs causés par les ROS et les RNS

par différentes facons.

1.6.3.1. Effets direct sur les radicaux libres

Les flavonoides affectent directement les radicaux libres en interagissant avec la partie la
plus active du radical par leurs fonctions hydroxyles hautement actives et ainsi le radical
devient inactif. Certains flavonoides peuvent éliminer directement les anions superoxydes,
d'autres flavonoides peuvent éliminer le radical peroxynitrite hautement réactif qui oxyde les
LDL et détruit les lipides des membranes plasmiques. L'épicatéchine et la rutine ont aussi un
fort effet inhibiteur ; I'effet de la rutine est peut-étre di a son activité inhibitrice de la xanthine
oxydase (Nijveldt et al., 2001). La silibine inhibe également le radical NO de maniére

concentration-dépendante (Dehmlow et al., 1996).

1.6.3.2. Inhibition de la xanthine oxydase
En phase de congestion, la xanthine oxydase réagit avec les molécules d'oxygéne en
produisant des radicaux peroxydes. La quercétine et la silibine activent cette enzyme et

réduisent ainsi les dommages causés par le stress oxydatif (Chang et al., 1993). Cos et ses
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collaborateurs (1998) ont montré dans une étude menée sur 10 flavonoides que le flavone

lutéoline est le plus efficace pour 1’inhibition de la xanthine oxydase.

1.6.3.3. Chélation des métaux

La peroxydation lipidique résulte de I’interaction des ROS avec le fer selon la réaction de
fenton. La quercétine inhibe la chélation du fer en inhibant ainsi directement la peroxydation
des lipides (Durga et al., 2014).

1.6.3.4. Activation des enzymes antioxydantes

L'activation des enzymes antioxydantes est un autre mécanisme par lequel les flavonoides
agissent comme antioxydants. Parmi ces enzymes on trouve les UDP-glucuronosyl
transférases, les sulfotransférases, les N-acétyltransférases, glutathion S-transférases et
méthyltransférases (Banjarnahor and Artanti, 2014). La silymarine est un flavonoide qui peut
réduire le taux de peroxydation lipidique en augmentant l'activité de la superoxyde dismutase,

de la glutathion peroxydase et de la catalase (Soto et al., 2003)

1.6.3.5. Diminution de la libération des peroxydases

Les flavonoides peuvent réduire la libération de I'enzyme peroxydase ; Cette réduction
inhibe la production de radicaux libres d'oxygene par les neutrophiles en interférant avec
l'activation de l'antitrypsine a-1 (Nijveldt et al., 2001). lls peuvent agir également en réduisant
le stress oxydatif li¢ a l'oxyde nitrique et 1’augmentation des taux d'acide urique, ou en
améliorant les propriétés antioxydantes des antioxydants de faible poids moléculaire (Hussain
etal., 2016).

Il. INFLAMMATION

L’inflammation est une réponse naturelle des tissus vivants a une agression physique,
chimique ou biologique. Elle consiste en un ensemble de mécanismes moléculaires et
cellulaires par les quelles I’organisme vise a éliminer et isoler rapidement I’agent envahissant
du reste du corps et réparer les tissus endommagés pour revenir a son état physiologique.
Dans ce cas, I’inflammation est dite aigue (Noack and Kolopp-Sarda, 2018). Cependant, si la
réaction inflammatoire n’est pas contrdlée, elle peut s’étendre au reste de 1’organisme via la
circulation sanguine et devient alors une inflammation chronique a des effets néfastes (Figure

9), (Weill et al., 2003; Saibabu et al., 2015). Elle est accompagnée par la production de divers
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médiateurs inflammatoires tels que les cytokines, les leucotrienes et les prostaglandines
(Noack and Kolopp-Sarda, 2018).

11.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue est une réponse de I’immunité innée qui constitue la premiere ligne
de défense de 1’hdte contre les corps étrangers (Fechtner et al., 2017). Elle est immédiate, de
quelques jours a quelques semaines d’installation souvent brutale et caractérisée par des
phénomeénes vasculo-exsudatifs intenses qui se traduisent par quatre symptémes cardinaux:
cedeme, rougeur, douleur et chaleur, qui peuvent également s’accompagner d’atteintes
fonctionnelles régionales selon la gravité de 1’agression (Janeway et al., 2003). La réponse
inflammatoire aigué se déroule en trois phases; une phase vasculaire immédiate de quelques
minutes, caracterisée par des modifications de la microcirculation locale, une phase cellulaire
consécutive caractérisée par la mobilisation de nombreuses cellules immunitaires qui
permettra 1’élimination des micro-orgnismes pathogenes et des tissus 1ésés, et enfin une phase
de résolution et de cicatrisation qui se déroule en quelques jours et permet la restauration des
tissus (Figure 10), (Charles et al., 2010).
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Figure 9. Evolution de I’inflammation aigué (Kumar et al., 2007).
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Figure 10. Etapes de I’inflammation aigué¢ (Ward, 2010).

I1.1.1.Phase vasculaire

Le premier événement de la réaction inflammatoire comporte une vasoconstriction
réflexe trés courte suivi d’une vasodilatation durable suite a une Iésion tissulaire ou a un
signal de danger endogéne ou exogeéne, ce qui entraine une exsudation de liquide plasmatique
et donc la formation d’cedéme par distension des tissus (Weill et al., 2003; Dorward et al.,
2012). Le débit local est augmenté et la perméabilité des capillaires est exacerbée, ce qui
entraine 1’extravasion des cellules sanguines (diapédese), ceci explique en partie la
constitution de la chaleur et de la rougeur (Janeway et al., 2003). Au cours de cette phase
d’initiation, la coagulation sanguine et le systeme de complément sont stimulés par la
production d'adrénaline, de noradrénaline et de sérotonine qui activent les plaquettes et
interviennent dans la génération de divers médiateurs doués d’activités vasodilatatrices et
chimioattractantes comme le facteur XIl, la fibrine, la bradykinine, C3a et C5a (Fauve and
Hevin, 1998). La fibrine agit comme un puissant agent chimiotactique des polynucléaires
neutrophiles (Autier et al., 2004), comme elle agit sur la perméabilité vasculaire par son effet
sur le systéeme Kkinines. Les kinines sont des peptides vasoactifs qui augmentent la température
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et la douleur. La bradykinine augmente fortement la perméabilité vasculaire et est responsable
de la sensation de douleur en interagissant avec des récepteur des neurones sensoriels, il
interagit également avec la plasmine pour stimuler la voie du complément en amplifiant la
réaction inflammatoire. La bradykinine active aussi la phospholipase A2 qui libére 1’acide
arachidonique a partir des phospholipides membranaires des plaquettes et des cellules
épithéliales. Le métabolisme de I'acide arachidonique donne des prostaglandines par la voie
des cyclo-oxygénases et des leucotrienes via la voie des 5-lipo-oxygénases. Les
prostaglandines (PGE2, PGF2a, PGD2, PGI2 et TxA2) dilatent les vaisseaux sanguins et sont
nociceptifs et participent donc aux symptémes de l'inflammation, tandis que les leucotrienes
(LTB4, LTC4 et LTD4) se caractérisent par un fort chimiotactisme pour les
polymorphonucléaires (Weill et al., 2003).

Cette phase peut étre déclenchée par une autre voie, celle médiée par la substance P et le
peptide lié au géne de la calcitonine, secrétée par Les neurones sensoriels sensibles a la
capsaicine. Ces deux facteurs induisent, en plus de D’activation des mastocytes, une
vasodilatation et une exsudation plasmatique en agissant sur les cellules endothéliales et les

muscles lisses des vaisseaux sanguins (Birklein and Schmelz, 2008; Borzsei et al., 2008).

11.1.2. Phase cellulaire

Les PMNSs circulants se marginalisent et adhérent aux cellules endothéliales. Cette
adhérence résulte de I’interaction entre les sélectines de la surface des cellules endothéliales et
certains polysaccharides de la surface des polynucléaires. Cette adhérence est faible, laissant
les polynucléaires rouler a la surface de I’endothélium. L’adhérence devient ensuite forte et
étroite, résultat de la réaction entre les récepteurs des cellules endothéliales VCAM-1, ELAM-
1, ICAM-1 et les intégrines présentes a la surface des polynucléaires (Dorward et al., 2012;
Headland and Norling, 2015).

Cette étape fait suite a la réponse vasculaire, elle implique surtout les cellules
endothéliales et les leucocytes circulants. Elle est caractérisée par un afflux extravasculaire
interstitiel de leucocytes, les polynucléaires neutrophiles (PMNSs) dans un premier temps puis
les monocytes et leur pénétration dans les tissus endommagés. L’accumulation des
neutrophiles atteint son maximum a la 4°™ heure puis décline rapidement, alors que le nombre
de monocytes augmente aprés la 4°™ heure et atteint son maximum entre 18 et 24 heures. Les
polynucléaires circulants sont attires vers le foyer inflammatoire par des facteurs

chimiotactiques (Dorward et al., 2012; Headland and Norling, 2015). Les monocytes gagnent



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 26

le foyer inflammatoire attirés par les facteurs chimiotactiques sécrétés par les neutrophiles ou
ils se transforment en macrophages. Ces derniéres assurent par phagocytose le nettoyage du
foyer inflammatoire en cas d’inflammation aigué et participent a la poursuite du processus
inflammatoire en cas d’inflammation chronique par la production de nombreux médiateurs
inflammatoires (lwalewa et al., 2007). Ensuite, les lymphocytes porteurs d'antigénes viennent
pour renforcer le processus d'élimination des agents étrangers et les débris cellulaires. Si les
deux étapes précédentes sont insuffisantes pour contréler l'inflammation, I'organisme
développe une réponse immunitaire dans laquelle des lymphocytes B et T spécialisées sont
activées (Weill et al., 2003).

Des protéases (collagénase, élastase) et des radicaux libres dérivés du métabolisme de
I’oxygeéne et du monoxyde d’azote sont produits au cours de la phagocytose. Ces agents
destinés a éliminer les microorganismes pathogenes et les débris tissulaires peuvent aussi
endommager les tissus sains. Ainsi, de telles atteintes peuvent accompagner les réactions
inflammatoires entierement normales et bénéfiques, et les dommages sont plus importants,

d’autant plus que la réaction est plus forte (Fauve and Hevin, 1998; kumar and Pandey, 2013).

11.1.3. Phase de résolution

La phase de résolution est I'étape de cicatrisation et de restauration, elle est liée au degré
d'endommagement des tissus et dépond de la taille et de la profondeur de la lésion (Krishna
and Upendra, 2012). 11 s’agit de D’arrét du processus inflammatoire lorsque les
microorganismes pathogénes sont éliminés par les polynucléaires et les produits de
dégradation et c’est ainsi que les débris cellulaires sont éliminés par les macrophages. A ce
moment, les macrophages produisent des cytokines et des médiateurs telles que les lipoxines,
les protectines et les resolvines qui jouent un role majeur dans la promotion de la résolution
du processus inflammatoire (Figure 11) et de la réparation tissulaire (Serhan and Savill, 2005;
Serhan, 2007). Les lipoxines bloquent I’influx des neutrophiles, facilitent la phagocytose des
neutrophiles apoptotiques par les macrophages et permettent le recrutement de monocytes afin
d’¢liminer les cellules apoptotiques et les débris cellulaires (Serhan and Savill, 2005). Les
macrophages, les neutrophiles et les cellules épithéliales libérent les inhibiteurs de protéases,
inactivant ainsi les protéases sécrétées par les neutrophiles lors de la phase aigiie de la réponse
inflammatoire (Ashcroft et al., 2000). La réparation des tissus fait intervenir aussi les cellules
endothéliales et les fibroblastes (Eming et al., 2007). La réparation de 1’endothélium est
assurée par les cellules endothéliales. Les fibrocytes puis les fibroblastes permettent la

reconstruction des tissus en produisant les protéines de la matrice intercellulaire comme le
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collagéne, la fibronectine et la laminine. Le systéme d’angiogenése est ainsi remis au repos et

la réaction inflammatoire va s’éteindre (Weill et al., 2003).

Le systeme nerveux parasympathique joue également un réle important pour stopper la
réaction inflammatoire, en activant les macrophages via la libération de 1’acétylcholine
(Tracey, 2002). Ceci pourrait étre liée a la diminution de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-1 et IL-8) et I’induction de I’IL-10 qui est une cytokine anti-
inflammatoire (Borovikova et al., 2000).
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Figure 11. Processus de résolution et de réparation tissulaire (Headland and Norling, 2015).

11.2. Inflammation chronique
L’inflammation chronique est une inflammation prolongée, qui peut durer plusieurs

semaines ou plusieurs années voir se prolonger tout au long de la vie de I’individu (Charles et
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al., 2010; Laveti et al., 2013). Au début, les symptdmes sont similaires a ceux observés avec
une inflammation aigué, sauf que la destruction des tissus est plus grave avec des
complications anatomiques profondes, ce qui conduit souvent a une perte des tissus ou des
fonctions des organes (Weill et al., 2003). A la différence de ce qui se passe dans
I’inflammation aigue, les phases vasculaires et cellulaires ne se succédent pas mais coexistent
tout au long de 1’évolution de cette réaction. Des phénoménes de destruction tissulaire et de
tentative de réparation sont également présents (Lee and Surh, 2012; Howcroft et al., 2013;
Park et al., 2014). Les tissus ne se régénérent pas correctement et un phénoméne de

cicatrisation pathologique s’installe (Weill et al., 2003).

L'inflammation chronique se caractérise par l'infiltration des cellules inflammatoires
primaires telles que les macrophages, les lymphocytes et les plasmocytes dans le tissu, et qui
produisent des cytokines inflammatoires, des facteurs de croissance et des enzymes,
contribuant ainsi & la progression des lésions tissulaires et a la réparation secondaire, y

compris la fibrose et la formation de granulomes (Fauve and Hevin, 1998; Weill et al., 2003).

I1.3. Médiateurs de ’inflammation

La réponse inflammatoire est initiée, diffusée et controlée par de nombreux médiateurs
chimiques, pro ou anti-inflammatoires, qui peuvent étre synthétisés localement par les cellules
inflammatoires telles que les mastocytes, les thrombocytes, les neutrophiles, les monocytes et
les macrophages (médiateurs cellulaires), ou étre présents a I’état de précurseurs inactifs dans
la circulation sanguine (médiateurs plasmatiques). Un déséquilibre entre ces deux groupes de
médiateurs conduit a la chronicité de la réaction inflammatoire et a la destruction des tissus

enflammés (Henrotin et al., 2001; lwalewa et al., 2007).

11.3.1. Médiateurs plasmatiques
Les médiateurs plasmatiques de I’inflammation sont constitués de trois systémes
interdépendants de protéases plasmatiques, le systéme de la coagulation, les Kinines et le

systéeme du complément.

* Le systéeme coagulation/fibrinolyse: suite a une agression, le facteur XII activé par les
facteurs tissulaires déclenche le systeme de coagulation qui aboutit a la formation de la
fibrine. Ce dernier qui est un puissant agent chimiotactique des PMNs, augmente aussi la
perméabilité vasculaire en agissant sur la cascade des kinines qui entrainent a leur tour une
activation de la phospholipase A2, une irritation des fibres sensorielles au niveau lésionnel

(Henrotin et al., 2001). Elle agit sur les kininogenes et sous 1’action des kallicréines produit
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de nombreux petits peptides vasoactifs (bradykinine). Ces derniers a leur tour, augmentent
fortement la perméabilité vasculaire et induisent la production et 1’activation de plusieurs
médiateurs inflammatoires notamment le complément (Weill et al., 2003). De méme, ce
systéeme permet la formation du caillot afin de limiter le foyer inflammatoire et constitue une
matrice sur laquelle les cellules immunitaires peuvent se déplacer (Sanchez-Munoz et al.,
2008).

* Le complément: regroupe des protéines sériques, dont beaucoup sont des protéases, activées
par les deux voies enzymatiques classique et alterne qui forment la séquence terminale
d’éléments lytiques C5 a C9. Au cours de I’inflammation aigue, I’activation des protéines du
complément aboutit d’une part a la fixation des opsonines sur les surfaces cellulaires qui
seront reconnus par des cellules du systéme monophagocytaire, facilite donc la phagocytose et
la lyse des micro-organismes pathogénes, et d'autre part a la libération de peptides diffusibles
(anaphylatoxines C3a, C5a, C2b, C4a, C3b et C5b) qui sont impliqués dans la vasodilatation,
dans l'augmentation de la perméabilité vasculaire, dans le chimiotactisme des PMNs et des
monocytes, dans la libération de I’histamine par les mastocytes et les plaquettes, dans la
stimulation du métabolisme de [’acide arachidonique, dans 1’adhésion des PMNs a
I’endothélium vasculaire et enfin dans I’activation de la formation des especes réactives de

I’oxygene. (Henrotin et al., 2001; Weill et al., 2003; Zeghal and Sahnoun, 2013).

11.3.2. Médiateurs cellulaires

Les principaux médiateurs chimiques cellulaires sont:

* Les amines vaso-actives (histamines et sérotonine): synthétisées principalement par les
mastocytes, les polynucléaires basophiles et les plaquettes. Elles provoquent 1’augmentation
de la perméabilité vasculaire et la vasodilatation (Medzhitov, 2008). L’histamine montre aussi
un effet chimiotactique sur les polynucléaires neutrophiles et les éosinophiles en stimulant
I’expression des molécules d’adhésion par les cellules endothéliales (Saito et al., 1996).

* Les cytokines et les chimiokines: Au cours du processus inflammatoire, les cellules
inflammatoires, principalement les lymphocytes T, les macrophages, les fibroblastes, les
cellules endothéliales, les plaquettes ou méme les cellules épithéliales, secrétent une variéeté
de cytokines et de chimiokines qui régulent plusieurs fonctions physiologiques et
pathologiques dans 1’organisme telles que les réponses inflammatoires et immunitaires,
I'homéostasie et I’hématopoicse (Henrotin et al., 2001; Sanchez-Munoz et al., 2008). Elles
peuvent étre pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, ou le TNFa) ou anti-inflammatoires (IL-10,
TGF-B1).
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Le TNF-a est la premicre cytokine libérée lors de la réaction inflammatoire (Weill et al.,
2003). 11 est synthétisé sous forme d’un précurseur membranaire fortement actif et transformé
ensuite en une protéine soluble (TNF-a soluble) aussi actif dans le milieu extracellulaire sous
I’action d’une métalloprotéinase de la famille des adamalysines (TNF-a converting enzyme),
(Black et al., 1997; Bradley, 2008).

L’IL-1B est synthétis¢ dans le cytoplasme des monocytes, des macrophages et des
neutrophiles sous la stimulation d’un inflammasome (Gabay et al., 2010). Dans les
neutrophiles, I'IL-1f peut également étre produit sous I’action de sérine-protéases

indépendamment de I’inflammasome (Cantagrel et al., 2017).

Le TNF-a et IL-1p se lient aux récepteurs spécifiques présents dans nombreuses cellules
pour exercer leurs effets biologiques. Ces deux cytokines sont a l'origine de la production
d'autres cytokines et des chimiokines comme I’IL-2, IL-6 et I’IL-8. lls induisent le
métabolisme de 1’acide arachidonique et favorisent la sécrétion des enzymes protéolytiques et

des radicaux libres (Borish and Steinke, 2003).

Au niveau des cellules endothéliales, I’IL-1p et le TNF-a induisent l'expression des
molécules d'adhésion et des facteurs tissulaires, activant ainsi la migration des cellules vers le
site enflammé (Henrotin et al., 2001; Borish and Steinke, 2003). Ils induisent également la
syntheése des protéines de la phase aigué de I'inflammation par les hépatocytes (Arango Duque
and Descoteaux, 2014).

D’autres cytokines comme D’interféron-y (IFN-y) et I’'IL-8 amplifient également la
réponse inflammatoire. L’IFN-y stimule 1’activité lysosomale des macrophages et favorise
I’¢élimination d’agents pathogenes et induit également 1’augmentation de 1’expression des
molécules du CMH 1 dans les cellules normales et les cellules présentatrice de 1’antigéne et

stimule la migration des leucocytes (Schroder et al., 2004; Baraut et al., 2012).

L’IL-8 est une cytokine majoritaire des neutrophiles qui induit la migration des PMNSs,
des basophiles et des lymphocytes T vers le site inflammatoire sous I’effet de l'expression des
intégrines (Descamps-latscha and witko-sarsat, 1996). Il induit également la degranulation des
neutrophiles et augmente la perméabilité vasculaire et stimule la sécrétion du PAF et du LTB4
(Weill et al., 2003; Shaikh, 2011).

L’IL-10 est un anti-inflammatoire produit au cours de la réaction inflammatoire, il est
synthétisé principalement par les lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules dendritiques

et les macrophages (Saraiva and O'Garra, 2010). Il inhibe la réponse immunitaire de plusieurs
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cellules présentatrices de 1’antigéne comme les monocytes, les macrophages et les cellules
dendritiques (Schneider et al., 2004), comme il inhibe la production de nombreuses cytokines
pro-inflammatoires par ces cellules, notamment, I’IL-1, I’'IL-6, I’'IL-8, le GM-CSF et le TNF-
a (Takahashi et al., 2000 ; Schneider et al., 2004) et la production d’autres médiateurs pro-
inflammatoires comme la PGE2 et le NO (Minghetti et al., 1998).

Le TGF-Bl est une cytokine anti-inflammatoire produite par les lymphocytes, les
plaquettes et les monocytes/macrophages (Shaikh, 2011). 1l est impliqué dans la résolution de
I’inflammation et la réparation tissulaire (Byrne and Reen, 2002) en inhibant la prolifération
et la differentiation cellulaires ainsi que la production des cytokines pro-inflammatoires (TNF,
IFN-vy, IL-2) et des espéces réactives de I’oxygene et de 1’azote (Goulart et al., 2000; Shaikh,
2011).

* Les mediateurs lipidiques : Au cours de la réaction inflammatoire et sous I’action de
certaines cytokines (IL-1 et TNF-a), les prostaglandines (PGE2, PGF2a, PGD2, PGI2) et les
leucotrienes (LTB4, LTC4 et LTD4) sont produits a partir de I’acide arachidonique. Les
leucotriénes augmentent la perméabilité capillaire et exercent une chimioatractivité sur les
polynucléaires, tandis que les prostaglandines produisent une vasodilatation locale. Ces effets
contribuent directement ou indirectement a l'érytheme, I'eedéme, la douleur et a la fiévre
(Henrotin et al., 2001; Weill et al., 2003).

* Les neuropeptides: L’activation des leucocytes au cours de I’inflammation conduit a la
libération de différents types d’enzymes (€lastase, collagénase, hydrolases acides) douées
d'activité lytique et de protéines (défensines, cathepsine-G, azurocidine, MPO, lactoferrine)
caractérisées par un puissant effet antimicrobien et bactéricide, capables de détruire les agents
pathogénes et d’établir ’hémostasie (Hurtado-Nedelec et al., 2014).

La MPO est une enzyme qui détruit une grande variété de microorganismes, en se fixant
sur leurs membranes a de nombreux sites ou existent des structures polysaccharidigues,
résistantes aux enzymes protéasiques et hydrolytiques (Serteyn et al., 2003). Elle catalyse la
transformation de H,O, en présence des ions de chlore en radical HOCI, capable de faire la
chloration et la nitration en attaquant une large gamme de molécules (groupes aminés, centres
Fe-S, groupements thiol, lipides insaturés et bases nucléiques), (Saran et al., 1999; Serteyn et
al., 2003).

De méme, la stimulation des fibres afférentes du nociception Ad et C, induit la libération
des neuropeptides stockés dans l'extrémité axonale de ces fibres. La substance P est le
principal neuropeptide qui agit sur plusieurs cellules du foyer inflammatoire, possédent des
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récepteurs membranaires pour la substance P, a savoir les cellules endothéliales, les
lymphocytes, les macrophages, les mastocytes et les fibroblastes. Il augmente la perméabilité
vasculaire, stimule la production du NO et le P-sélectine par les cellules endothéliales, stimule
le chimiotactisme des neutrophiles et la production de prostaglandines par les macrophages
(Henrotin et al., 2001). La substance P stimule aussi 1’angiogenése et la prolifération des
Kiratinocytes, des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses et des fibroblastes
(Ziche et al., 1990; Henrotin et al., 2001).

* PAF (Platelet Activating Factor): Il stimule I’agrégation plaquettaire, augmente la

perméabilité vasculaire et active les leucocytes (Henrotin et al., 2001).

I1.4. Inflammation et pathologies

L’inflammation est a 1’origine de développement de diverses maladies humaines telles
que le cancer, le diabéte de type II, I’arthrite, les maladies auto-immunes, les complications
cardiovasculaires, 1’athérosclérose, les maladies pulmonaires, 1’asthme, 1’ostéoporose, les
maladies neuro-dégénératives, et les maladies inflammatoires de I’intestin (Lee and Surh,
2012; Saibabu et al., 2015; Chen et al., 2018). Les cytokines pro-inflammatoires sont
largement impliquées dans ces pathologies en amplifiant la réaction inflammatoire via la néo-
vascularisation, 1’hyper-prolifération cellulaire et la dégradation tissulaire (Noack and
Kolopp-Sarda, 2018). La production continue de cytokines et de chimiokines favorise le
maintien des cellules inflammatoires hautement actives sur le site inflammatoire dans
différentes maladies chroniques telles que la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis et les
maladies chroniques de ’intestin (Libby, 2007; Lowe et al., 2011). La détection des facteurs
de transcriptions tels que le facteur nucléaire kappa-B (NF-xb ), STAT et leurs produits
géniques tels que la COX-2, les cytokines, les chimiokines et les récepteurs des chimiokines
dans un grand nombre de maladies montre le réle de l'inflammation dans les maladies

chroniques (Laveti et al., 2013).

IL.5. Traitement de ’inflammation

Le traitement classique de l’inflammation repose sur l’utilisation des molécules de
synthese, les anti-inflammatoires synthétiques, qui inhibent ou bloquent le processus
inflammatoire en se focalisant sur les mécanismes moléculaires de la réaction inflammatoire.
Les propriétés anti-inflammatoires de ces molécules résultent essenticllement de 1’inhibition
de la synthése de nombreuses protéines pro-inflammatoires (cytokines, chimiokines,

molécules d’adhésion, COX-2, NO-synthase) impliqués dans 1’amplification du processus
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inflammatoire et que se traduit cliniquement par des effets analgésiques, antipyrétiques, anti-
oedémateux, vasoconstricteur et anti-migratoire (Dussauze et al., 2007; Tréchot and Jouzeau,
2014). Donc, leur administration lors du processus inflammatoire est un traitement

symptomatique et non étiologique.

Il existe plusieurs anti-inflammatoires de synthése, stéroidiens (AIS) et non stéroidiens
(AINS), mais ils présentent plusieurs effets secondaires indésirables. En plus, il existe des
médicaments a base de biomolécules qui sont moins toxiques auxquels les microorganismes

sont moins résistants (Farahpour and Habibi, 2008; Bernstein et al., 2018).

11.5.1. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou glucocorticoides sont des analogues
structuraux d’hormones corticosurrénales (cortisone et cortisol) qui agissent essentiellement
au niveau transrationnel aprés avoir étre liés a des récepteurs spécifiques cytosoliques (Dejean
and Richarda, 2013). lls ont des propriétés anti-inflammatoires et antalgiques, mais également
immuno-suppressives (Dangoumau, 2006). Ils inhibent les étapes précoces et tardives de la
réaction inflammatoire et controlent ainsi les différents stades de [I’inflammation
(vasodilatation, cedéme, migration et phagocytose). Une fois liés sur les récepteurs, le
complexe glucocorticoides-récepteur va jouer le role d’un facteur de transcription et induit la
synthése protéique comme c’est le cas pour la lipocortine, inhibiteur de la phospholipase A2
(PLAZ2). Par inhibition des facteurs de transcription NF-kB et AP-1 (protéine activatrice-1), ce
complexe diminue I’expression de plusieurs protéines pro-inflammatoires (Figure 12) comme
les cytokines et les chimiokines (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-8, IL-12, GM-CSF, INFy, TNFa),
les molécules d’adhésion, le COX-2 et le NO-synthase (Devillier, 2005; Dussauze et al.,
2007). Comme ils amplifient la transcription des génes codants pour d’autres cytokines anti-
inflammatoires lymphocytaires, tel que 1’IL-10 et le TGFR. Les glucocorticoides suppriment
également la libération des prostaglandines, des leucotriénes et du NO. De plus, ils inhibent
I’expression des molécules d’adhésion, la prolifération et la différentiation des lymphocytes T
par des mécanismes multiples (Cruz-Topete and Cidlowski, 2015). A 1’échelle cellulaire, ces
molécules inhibent la maturation des monocytes en macrophages et diminuent leur migration
vers le site de I’inflammation. Ils inhibent également 1’activation et la migration des PMNs et
la dégranulation des mastocytes et des polynucléaires éosinophiles (Dussauze et al., 2007).
Malheureusement, le traitement prolongé par ces médicaments est associé a de nombreux
effets indésirables. Ils réduisent les défenses de I’organisme et provoque des perturbations

métaboliques et endocriniennes qui peuvent étre aigues (hypertension artérielle, dérégulation
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de la synthése naturelle de glucocorticoides, ulcére gastroduodénal...etc.) ou chroniques tel
que 1’ostéoporose, les cataractes et la prise de poids (Strehl et al., 2011; Cruz-Topete and
Cidlowski, 2015).
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Figure 12. Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998).

11.5.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) représentent un groupe de composés
pharmacologiques qui ont tous des caractéristiques communes: effets anti-inflammatoire,
antipyrétique, antalgique et anticoagulant (Lévy et al., 2005). Ces propriétés résultent de
I’inhibition des COX-1 et COX-2 qui entraine une diminution des prostaglandines. La COX-1
est une enzyme constitutive présente dans la plupart des tissus et intervient dans la protection
de la muqueuse gastrique, 1’agrégation plaquettaire, [’homéostasie vasculaire et
I’hémodynamique rénale (Corrado et al., 2009; Brandstéatter et al., 2010; Tréchot and
Jouzeau, 2014). La COX-2 est spécifiguement produite au niveau du site inflammatoire sous
la stimulation du TNFa et d’interleukine 1 et c’est elle qui est impliquée dans les phénoménes
liés a I’inflammation et dans quelques processus associés a la prolifération cellulaire et est
responsable des effets pharmacodynamiques des AINS (Brandstétter et al., 2010). Les AINS
classiques ne sont pas spécialisés dans leur action et affectent a la fois la COX-1 et COX-2.
Les effets secondaires des anti-inflammatoires non stéroidiens sont dus a 1’inhibition de la
COX-1 et donc I’inhibition de la production de prostaglandines. Ces effets indésirables sont
principalement digestifs (ulceres gastroduodénaux) et & un moindre degré rénal (Brandstatter
et al., 2010; Lahmidani et al., 2012). L’apparition de certains anti-inflammatoires non
stéroidiens sélectifs des COX-2 appelés Coxibs qui n'affectent que I'excés de prostaglandines

produites au cours de I'inflammation vient réduire les effets secondaires des AINS, mais,
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malheureusement, ce médicament a des effets néfastes notamment cardiovasculaires
(Brandstatter et al., 2010; Tréchot and Jouzeau, 2014).

11.5.3. Anti-inflammatoires naturels

Pour réduire les effets indésirables des anti-inflammatoires commercialises, le recours
aux ressources naturelles, plus particuliérement les plantes médicinales, s’impose comme une
piste tres importante a explorer afin de découvrir des médicaments efficaces et a moindre

effets secondaires.

Les plantes médicinales sont largement utilisées en médecine traditionnelle dans le
monde entier depuis des milliers d'années soit comme additifs alimentaires ou comme
substances thérapeutiques, et cela pour soulager de nombreuses maladies telles que I'arthrite,
I'asthme, l'eczéma, la goutte, la rhinite allergique et les ulceres gastriques ou duodénaux
(Wiart, 2006). Ces propriétés anti-inflammatoires des plantes médicinales sont dues a leur
teneur en métabolites secondaires bioactives comme les polyphénols et spécialement les
flavonoides, les terpenes, les alcaloides, les stérols, les caroténoides, les vitamines (A, E et C),
les huiles essentielles et les polysaccharides (Setty and sigal, 2005; Iwalewa et al., 2007;
Rathee et al., 2009). L’activité anti-inflammatoire des composés phénoliques a été démontrée
dans de nombreuses études in vitro et in vivo. Ces molécules peuvent agir a différents niveaux
de la réaction inflammatoire en inhibant les enzymes pro-inflammatoires telle que la PLA2,
les COX et LOX (Middleton et al., 2000; Cho et al., 2003; Iwalewa et al., 2007), les
mécanismes de transduction du signal impliqués dans 1’activation des cellules inflammatoires
comme les tyrosines et les serines-thréonine Kinases, la synthése des cytokines pro-
inflammatoires, 1’expression des molécules d’adhésion, 1’activation du facteur nucléaire
kappa-B qui induit I’expression de plusieurs génes inflammatoires (Iwalewa et al., 2007) et la
production des espéces réactives de  I’oxygéne (Duwiejua et al., 1993). En tant
qu’antioxydants, les flavonoides sont capables de réduire les dommages tissulaires causés par
les ROS et limiter donc les conséquences de différentes maladies inflammatoires. L’activité
anti-oxydante des flavonoides est due principalement a leurs capacités de piéger les radicaux
libres, de chélater les métaux et de neutraliser I’oxygene singlet (Shahidi and Ambigaipalan,
2015). Ces molécules sont également capables de stimuler la production des molécules
antioxydantes endogenes en activant la voie de Nrf-2/HO-1 (Nuclear factor erythroid 2-

related factor 2 Heme oxygenase-1), (Shi et al., 2013).

Certains flavonoides peuvent inhiber la dégranulation des leucocytes sans modifier la
production de radicaux superoxydes. L'effet inhibiteur de certains flavonoides sur la
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dégranulation des mastocytes est di a une modification de récepteur associé aux canaux de
calcium au niveau de la membrane plasmique (Nijveldt et al., 2001).

Plusieurs flavonoides régulent I'activité des enzymes impliquées dans les différentes
voies métaboliques de I'acide arachidonique (COX, LOX, la phospholipase A2 et I'NOS).
Cela induit une diminution du taux d'acide arachidonique, des leucotrienes, du monoxyde
d'azote et des prostaglandines, qui sont tous des médiateurs inflammatoires (Durga et al.,
2014).

Les flavonoides régulent I'activité des protéines kinases C (PKC) et des protéines kinases
activées par les mitogenes (MAPK) en limitant ainsi la liaison des facteurs de transcription a
I'’ADN telles que la protéine activatrice-1 (AP-1) et le facteur nucléaire kB (NF-kB), (Kim et
al., 2004). La quercétine et la lutéoline inhibent la voie de p38 et de 2 ERK 1/2, qui sont des
principales enzymes des MAPK, produisant ainsi le TNFa (Durga et al., 2014).

Les acides phénoliques, les anthocyanes et les tanins interviennent dans 1’atténuation de
I’inflammation en inhibant I’activité de certaines enzymes pro-inflammatoires et en bloquant
la production de certains médiateurs de I’inflammation comme le NO et les cytokines pro-

inflammatoire (Bufalo et al., 2013; Zhang et al., 2014).

Les terpénes, les alcaloides, les stérols et les huiles essentielles montrent également des
propriétés anti-inflammatoires (Ocafia-Fuentes et al., 2010; Bernstein et al., 2018). lls
peuvent agir sur plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire, en inhibant le métabolisme de
’acide arachidonique, les voies de la transduction du signal impliqués dans 1’activation des
cellules inflammatoires, la synthese des cytokines pro-inflammatoires, 1’expression des
molécules d’adhésion, I’activation de NF-xB et la génération des ROS (lwalewa et al., 2007;

Tangney and Rasmussen, 2013).

Les tannins possédent également des propriétés anti-inflammatoires, Ils inhibent
I'expression de médiateurs inflammatoires, tels que certaines cytokines, l'oxyde nitrique
synthase inductible (iNOS) et la COX-2 (Mohammed et al., 2014).

11.6. Relation stress oxydant et inflammation

Au cours de I’'inflammation, les cellules inflammatoires augmentent leur consommation
en oxygene et produisent des quantités importantes d’especes réactives de 1’oxygene et de
nitrogene. La production de ces molécules s’effectue normalement dans les phagosomes en
contact direct avec les agents pathogenes ce qui permet leur neutralisation. Cependant, dans

certains cas, les ROS peuvent étre libérés dans le milieu extracellulaire et peuvent déclencher
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des réactions d’oxydation toxiques, conduisant a des lésions tissulaires caractéristiques des
maladies inflammatoires (Hurtado-Nedelec et al., 2014; Majdalawieh and Fayyad, 2015;
Sanchez et al., 2015). Ces cellules inflammatoires produisent les ROS via le systeme
NADPH-oxydase, enzyme membranaire capable d'utiliser I'oxygene moléculaire pour
produire des anions superoxydes (O) qui, rapidement se transforment par dismutation en
peroxyde d’hydrogéne (H,0,). Ce dernier peut diffuser dans le milieu extracellulaire, ou il est
impliqué dans une cascade de réactions chimiques conduisant a la formation d’autres espéces
oxygénées plus puissantes et & une demi-vie plus longue telles que ’oxygéne singlet (*O,) et
le radical hydroxyle (OH) (Henrotin et al., 2001; Barton, 2008; Hurtado-Nedelec et al.,
2014). L’inflammation accélére la production d’especes oxygénées et diminue la capacité de
défense antioxydante, favorisant I’apparition d’un stress oxydant, un facteur important dans le
développement des maladies neurodégénératives, cardiovasculaires et cancer (Auddy et al.,
2003; Koechlin-Ramonatxo, 2006). Ainsi, le stress oxydant peut produire ou entretenir un
processus inflammatoire, il inactive les antiprotéases, et a [I’inverse active les
métalloprotéases, favorisant une protéolyse et une destruction cellulaire non contrélée. De
plus, I’activation du facteur de transcription NF-kB stimule la transcription des facteurs pro-
inflammatoires, a 1’origine de la libération de nombreux médiateurs de I’inflammation

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les ROS modulent la production des cytokines pro-inflammatoires et d’autres médiateurs

inflammatoires en activant des facteurs de transcription intracellulaires tel que le NF-xB, ainsi
que la phosphorylation de différentes tyrosines kinases (Sanchez et al., 2015).
Différents signaux extracellulaires, tels que le stress oxydatif, les cytokines ou les antigénes
bactériens et viraux peuvent activer la kinase de I’inhibiteur kB (IxB) entrainant ainsi sa
phosphorylation et ensuite sa dégradation. Cela a pour conséquence, l'activation de NF-xB qui
sera transloqué vers le noyau ou il induit la transcription d’un grand nombre de geénes pro-
inflammatoires, y compris ceux qui codent pour les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-
1), les chimiokines, les molécules d'adhésion et les enzymes inflammatoires comme 1’oxyde
nitrique synthase inductible (iNOS), la COX-2 et la lipoxygénase (LOX)-5 (Morgan and Liu,
2011; Sanchez et al., 2015).

I11. ARBUTUS UNEDO L.

Arbutus unedo L. est un arbuste a feuilles persistantes de la famille des Ericaceae, trés

répondu en Algérie. 1l est communément appelé arbre aux fraises, arbousier ou fraisier
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(Morgado et al, 2018), localement, il est appelé sasnou ou encore lendj. Cette plante est
originaire de la région méditerranéenne et d’Afrique du Nord, mais elle se trouve aussi dans
d'autres régions caractérisées par des étés chauds et des hivers doux et pluvieux (El Haouari et
al., 2007).

I11.1. Classification botanique d’Arbutus unedo (Cavin A., 1999)
Embranchement : Spermatophytes

Sous-embranchement : Eudicots

Classe : Magnoliopsidées

Sous-classe : Astéridées

Ordre : Ericales

Famille : Ericacées

Genre : Arbutus

Espece : Arbutus unedo L.

111.2. Aspect botanique d’Arbutus unedo

Arbutus unedo L. est un arbuste a feuilles persistantes, généralement de 1,5 m a 3m de
haut (Figure 13). Les arbustes montrent une grande résistance aux conditions
environnementales difficiles comme la sécheresse, le froid et les sols lourds ou pauvres
(Gomes and Canhoto, 2009). Ils régénérent rapidement apres les feux de foréts (Arnan et al.,
2013). La résistance d’A. unedo aux conditions environnementales difficiles joue un role
central en ce qui concerne la diversité de la faune et la prévention contre 1’érosion des Sols

(Morgado et al, 2018).

Le tronc et les branches sont robustes et présentent une écorce brun-rougeatre se
détachant en laniéres fibreuses sur les spécimens agés. Les feuilles elliptiques de 5 a 10 cm,
sont alternées, simples, d’un vert foncé luisant au-dessus et vert pale au-dessous, en cuir et ont
une marge dentelée, avec un pétiole d’environ 10 mm (Gomes, 2011; Males et al., 2013). Les
fleurs, avec des lobes recourbés, sont en forme de cloches, de 8-9 mm de long, de couleur
blanchatre et souvent rose pale (Males§ et al., 2013). Elles sont rassemblées en grappes
rameuses et terminales, hermaphrodites, réguliéres et possédant 10 étamines. Le calice
gamosépale possede 5 lobes courts. La corolle gamopétale de 5 a 7 mm de longueur forme un
petit grelot de couleur blanchatre qui devient caduque avant la fanaison de la fleur. Chaque
extrémité des 5 pétales soudés se termine par une courte dent enroulée en dehors (Gomes,
2011).
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Les fruits sont des baies globulaires de 2 cm de diameétre, recouverts de papilles
coniques, d’une couleur qui passe du vert au jaune puis au rouge orangé a 1’état de maturation
(Sanchez-Moreno, 2002 ; Oliveira et al., 2011).Ils prennent environ 12 mois pour mirir ; ¢’est
la raison pour laquelle I'arbuste porte des fruits et des fleurs matures en méme temps. Le

processus de floraison et de fructification s'étend d’Octobre a Février (Mhamdi Takrouni et
al., 2012).

Figure 13. Photographie d’Arbutus unedo L.

111.3. Composition chimique

Plusieurs études phytochimiques ont montré que A. unedo contient une amalgame de
métabolites secondaires dans les diverses parties de la plante. Selon Carcache-Blanco et ses
collaborateurs (2006), A. unedo renferme plusieurs groupes de molécules actifs dont des
acides aromatiques, des iridoides, des monoterpénoides, des phénylpropanoides, des stérols,
des triterpénoides et des flavonoides. La fraction phénolique des feuilles contient une grande

diversité des composés a savoir les tanins, les flavonoides dont gallate de catéchine,
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myricétine, rutine, afzéline, juglanine et avicularine (Legssyer et al., 2004). D’apres
Fiorentino et ses collaborateurs (2007), I'arbutine, la catéchine et le gallate d'éthyle sont les
principaux composés polyohénoliques présents dans les feuilles d’A. unedo. La quercitrine,
I'isoquercitrine, I'hyperoside et la rutine sont les flavonoides majeurs identifiés dans les
feuilles de cette plante (Males et al., 2006). D'autres flavonoides comme I'anthocyanine,
proanthocyanine, delphinidine-galactoside, les flavonols quercétine et kaempférol ont été
trouvés dans les fruits (Oliveira et al., 2011). Les fruits sont riches aussi en différents types
de glucides (Ozcan and Haciseferogullan, 2007), en protéines (Ozcan and Haciseferogullan,
2007 ; Barros et al., 2010) et en acides gras dont l'acide a-linolénique, 1’acide oléique et
I’acide linoléique (Oliveira et al., 2011).

I11.4. Activités biologiques

Les métabolites secondaires d’A. unedo lui ont conféré diverses propriétés biologiques et
pharmacologiques. Il a été montré par plusieurs études que les extraits de différentes parties
d’A. unedo ont une activité antibactérienne, antifongique et antiparasitaire (Kivgak et al.,
2009 ; Dib et al., 2010 ; Orak et al., 2011 ; El ouarti et al., 2012 ; Dib et al., 2013). Les
activités antimicrobiennes ont été attribuées aux tanins, flavonoides et des composés

phénoliques (Djipa et al., 2000 ; Esquenazi et al., 2002).

Il a été montré que les tanins isolés de 1’extrait méthanolique des feuilles d’A. unedo ont
un fort effet antiplaquettaire (Mekhfi et al., 2006). D’autre part, I’effet antiagrégant des
racines d’A. unedo a été attribué en partie aux composés polyphénoliques présents dans leurs
extraits (Mekhfi et al., 2004). Des études sur des extraits aqueux des racines d'A. unedo ont
montré un effet antidiabétique qui pourrait étre di a I’amélioration de 1’absorption cellulaire
du glucose d’une part et a I’amélioration de 1’activité de I’insuline ou a la diminution de

I’absorption jéjunal du glucose d’autre part (Bnouham et al., 2007, Bnouham et al., 2010).

L’effet antihypertenseur d’A. unedo a été demontré par plusieurs études (Ziyyat and
Boussairi, 1998 ; Ziyyat et al., 2002 ; Legssyer et al., 2004 ; Afkir et al., 2008). Afkir et ses
collaborateurs (2008), ont trouvé que I’extrait aqueux des racines d’A. unedo régresse le
développement de I’hypertension et empéche I’hypertrophie du myocarde. De plus, les
extraits des racines et des feuilles de cette plante ont également amélioré la sensibilité du
barorécepteur artériel contrélant la fréquence cardiaque a une pression arterielle aigue (Afkir
et al., 2008). D’autres études ont montré que les extraits aqueux des feuilles et des racines

d’A. unedo provoquent une relaxation de I’endothélium des anneaux aortiques des rats
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prétraités avec noradrénaline (Ziyyat et al., 2002 ; Legssyer et al., 2004). Cet effet vaso-
relaxant a été attribuée au composés polyphénoliques, principalement des tanins oligoméres

condenses et du gallate de catéchine (Legssyer et al., 2004).

Une étude portant sur des extraits aqueux et méthanolique des feuilles d’A. undedo a
montré un pouvoir anti-inflammatoire qui a été attribué a la réduction de la production de
I'interleukine (IL)-6 et d’autres cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et IL-1, a la
diminution du recrutement des neutrophiles et a la diminution de I’expression de 1'oxyde
nitrique synthase inductible (iNOS) et ’activité de la COX-2 (Mariotto et al., 2008a). Une
autre étude a attribué 1’activité anti-inflammatoire d’Arbutus unedo a leur effet inhibiteur de
I’activité de STATI1 et ceci par I’activation de la protéine tyrosine phosphatase SHP2
(Mariotto et al., 2008b).

De nombreuses études ont démontré la puissante activité antioxydante des extraits des
différentes parties d’A. unedo notamment des feuilles et des fruits (Aruoma, 1996 ; Andrade
et al., 2009 ; Mendes et al., 2011).

L’effet anti-tumoral d’Arbutus unedo a été démontreé par Afrin et al. (2017), qui ont
trouvé que le miel d’A. unedo est doté d’un effet chimio-protecteur qui est a I’origine de
I’inhibition de la prolifération cellulaire et la diminution de la viabilité cellulaire dans le
cancer du colon. De méme, Guimardes et ses collaborateurs (2014) ont noté que 1’extrait
méthanolique des fruits d’A. unedo inhibe la croissance de la tumeur a travers 1’inhibition de
la prolifération cellulaire des différentes lignées de cellules cancéreuses. Par contre, d’autre
études ont attribué la protection contre la progression tumorale a 1’inhibition de la COX-2
(Chang et al., 2000 ; Cuendet and Pezzuto, 2000).

111.5. Usage traditionnel

Arbutus unedo est une plante fréquemment utilisée en medecine traditionnelle comme
remede naturel contre le diabéte et I'hypertension artérielle (Ziyyat et al., 1997 ; Bnouham et
al., 2002). Elle est connue aussi pour ses vertus diurétique (Gonzalez et al., 2010). Toutes les
parties d’A.unedo (les feuilles, les fruits, les écorces et méme les racines) sont utilisées pour
les maladies rénales (El-Hilaly et al., 2003), dermatologiques, urologiques (Leonti et al.,
2009), cardiaques (Jouad et al., 2001) et gastro-intestinales (Leonti et al., 2009). Des
propriétés anti-hémorroidaires et antidiarrhéique sont attribuées aussi aux feuilles de cette
plante (Ziyyat et al., 1997 ; Cornara et al., 2009). De méme, les racines de cette plante sont

utilisées en cas de douleurs abdominales, d’affections de la vessie (Novais et al., 2004) et
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d’infections vaginales (Verde et al., 2006). En Turquie, les tisanes préparées a partir de
feuilles de cette plante sont utilisées comme diurétique (Cubukgu and Suzgeg 1997).

Dans le bassin méditerranéen, les fruits charnus comestibles d'A. unedo sont
principalement consommeés sous forme de produits transformés comme les confitures, les
marmelades, les gelées et les boissons alcoolisées telles que le cidre, mais ils peuvent étre une
bonne source de la vitamine C et des fibres alimentaires s'ils sont consommés sous forme de
fruits frais (Pallauf et al., 2008 ; Ruiz-Rodriguez et al., 2011).

L’A. unedo est traditionnellement désignée comme une plante mellifere (Guzman Tirado,
1997), et le miel d'arbousier est trés apprécié pour son golt amer et ses propriétés biologiques,
sans oublier son importance économique remarquable (Tuberoso et al., 2013 ; Tuberoso et al.,
2010).
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MATERIEL ET METHODES

. Matériel

I.1. Matériel végétal

La plante Arbutus unedo L. a été récoltée en juin 2017 de la région de djebel Babour, au
nord de la wilaya de Sétif. L espece a été identifiée par le professeur Laouar Hocine (Faculté
des Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Sétif 1, Algérie). La partie aérienne de la
plante collectée a été nettoyée puis séchée a température ambiante et a ’ombre. Ensuite, les
feuilles ont été séparées puis finement broyées et conservées a I’abri de la lumiére et de

I’humidité jusqu'a leur utilisation.

1.2. Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris Swiss albinos, males et femelles pesant entre
25 et 30g, procurés aux prés de I’Institut Pasteur d’Alger. Les animaux repartis en groupes
comportant 10 souris ont été hébergés dans des cages en polypropyléne a température
ambiante et a cycle naturel de la lumiére, avec acceés libre a I’eau et a ’alimentation. Les
aliments ont ét¢ procurés de 1’Office National des Aliments de Bétails (ONAB) d’El-Ksar -
Bejaia. Aprés une période d’adaptation de 7 jours, les animaux ont été pesés, marqués, et

soumis a jeun pendant une nuit avant leur utilisation.

1.3. Sang humain et bovin
Le sang humain frais a été obtenu par prélevement a partir de donneurs volontaires sains
et non fumeurs et qui n’ont pas pris de traitement médical pendant au moins quinze jours. Le

sang bovin est procuré de 1’abattoir de la ville de Sétif.

1. Méthodes

I1.1. Préparation des extraits

L’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et I’extrait butanolique (E.But) sont préparés comme
décrits par Akkal et al. (2010). Une pesée de 100 g des feuilles d’Arbutus unedo broyées est
mise en macération trois fois dans du methanol 70%. Puis, le macéra est filtré et le méthanol
est évaporé sous pression réduite a 40°C dans un rotavapeur (BUCHI R-210). La solution
obtenue est séchée avant d’étre dissolu dans de 1’eau bouillante puis refroidi 24h a
température ambiante. Aprés filtration, la solution aqueuse obtenue est soumise a un

fractionnement par 1’acétate d’éthyle et le n-butanol successivement. Ensuite, les solvants sont



MATERIEL ET METHODES 44

évaporeés et les solutions obtenues sont séchées et les deux extraits obtenus sont conservés a -

32°C jusqu’a leurs utilisation.

11.2. Analyses phytochimiques

11.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur totale en composés phénoliques solubles des deux extraits d’A. unedo est
estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007) qui se base sur la réduction en
milieu alcalin d’un mélange de phosphotungestique (WO,*) phosphomolybdique ( MoO,*)
du réactif de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la
formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum
d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantit¢ de polyphénols

présents dans 1’échantillon.

Brievement, un volume de 100 ul de différentes concentrations de chaque extrait ou de
’acide gallique est mélangé a 500 pl du réactif du Folin-Ciocalteu dilué a 10% dans de I’eau
distillée. Aprés 4min, 400 ul de carbonate de sodium (7.5% dans de 1’eau distillée) sont
additionnés. L’absorbance est mesurée a 765nm apres 90min d’incubation contre un blanc
dépourvu de I’échantillon a tester qui a été remplacé par le solvant. La concentration en
polyphénols dans chaque extrait est exprimée en ng d’équivalent d’acide gallique par mg
d’extrait (ug EAG/mg d’extrait), et calculée a partir de la droite d’étalonnage établie avec

I’acide gallique (20 a 200 pg/ml), (Figure 14).
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Figure 14. Droite d'étalonnage de I'acide gallique.
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11.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides des extraits d’A. unedo a été realisé selon la méthode du
trichlorure d’aluminium (AICI3) décrite par Bahorun et al. (1996) qui se base sur les
propriétés chélatrices de 1’ion aluminium. Brievement, 1 ml de la solution d’ALCl; (2%) est
ajout¢ a 1 ml de la solution de DI’extrait a différentes concentrations préparées dans le
méthanol. Aprés 10 min d’incubation, 1’absorbance est lue a 430 nm. La concentration des
flavonoides dans les extraits est déduite a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec de la
quercétine (Figure 15), et est exprimée en pg d’équivalents de quercétine par mg d’extrait

(ug EQ/mg d’extrait).
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Figure 15. Droite d’étalonnage de la quercétine.

11.2.3. Détermination des composés phénoliques par LC-ESI/MS

L’étude phytochimique des extraits d’Arbutus unedo a été realisée par chromatographie
liquide sur colonne a haute performance couplée a la spectrométrie de masse (LC-ESI/MS)
selon la méthode decrite par Sulaiman et ses collaborateurs (2014) en utilisant un systéme
HPLC Agilent Technology (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA), 1200 Infinity,
couplé a un détecteur LC/MS, API-3200 et une colonne ZORBAX SB-C18 (4.6 x 150 mm,
3.5 um).

Les deux extraits (200 ppm) sont dissouts dans le méthanol a température ambiante, puis
filtrés a travers une membrane de téflon PTFE (Polytétrafluoroéthene ; 0.45 um) a I’aide d’un
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injecteur pour éliminer toutes les particules. Le volume d’injection est de 20 pl. La phase
mobile est constituée d’un mélange de deux solutions: 0.1% d’acide formique préparé dans
I’eau distillée ultra pure (A) et P’acetonitrile (B). Le débit est de 1 ml/min a 35°C et le
gradient est comme suit : 0-3 min (10% B), 4-8 min (10% B), 9-11 min (80% B), 12-13 min
(80 % B) et 14-15 min (10% B). Le mode d’ionisation de I’instrument LC-ESI/MS est
négatif, opérant avec le gaz de nitrogéne a une température de 650°C et un débit de 4.0 L/min,
un électronébuliseur de 50 psi (3.45 bars), un voltage capillaire de 4500 V et un voltage de
fragmentation de 70 V et une énergie de collision de 35 eV. La détection a été effectuée par
un détecteur UV-Vis a 280 nm. Le contrble du spectrométre de masse ainsi que l'analyse des
données ont été effectués par le logiciel Analyst® version 1.6.3.

11.3. Etude de la toxicité aigue

La toxicité aigue des extraits d’Arbutus unedo a été évaluée suivant les lignes directrices
pour les essais des produits chimiques de I'Organisation de Coopération et de Développement
Economiques (OCDE 425, 2008) chez des souris Swiss albinos femelles de 28 a 34g
préalablement mises a jeun pendant 16 h. Les souris ont été répartis en groupe de 5 et
recoivent par voie orale 10 ml/Kg de chaque extrait a la dose 2 g/kg de poids corporel. Les
souris témoins ont recu un méme volume d’eau physiologique. Ensuite et afin d’apprécier les
changements comportementales et les symptémes de toxicité des animaux en comparaison
avec le groupe non traité, (mort, agitation, respiration, asthénie, convulsions, anorexie,
paralysie partielle, diarrhée), une bonne observation individuelle des souris a été effectuée
durant les quatre premiéres heures apres le traitement puis quotidiennement pendant 14 jours,
et cela pour permettre d’enregistrer les effets tardifs y compris le nombre de mortalité.
Afin de suivre I’évolution corporelle des souris le long de I’expérimentation, leur poids est

déterminé avant, une semaine et deux semaines apres le traitement.

I1.4. Activité antioxidante in vivo des extraits d’Arbutus unedo

L’activité antioxidante in vivo des extraits d’A. unedo est évaluée selon le protocole décrit
par Zhang et ses collaborateurs (2003). Pratiqguement, des souris males, Swiss albinos, adultes,
de poids de 25 a 30g, sont répartis selon 1’homogénéité de leurs poids en huit lots de 10
animaux chacun. Durant trois semaines, les souris regoivent quotidiennement et par voie orale
75, 150 ou 300 mg/kg d’E.AE ou d’E.But. Une dose de 150 mg/kg d’acide ascorbique est
administrée au groupe du contréle positif. Les souris du groupe contrdle négatif ont recu le
méme volume d’une solution saline normale (0.9%). Les animaux sont maintenus a

température ambiante avec acces libre a I’eau et a la nourriture. Les souris sont sacrifiées 24 h
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aprés 1’administration de la derniére dose. Apres dissection, le foie de chaque souris est
immédiatement récupéré, nettoyé avec de I’cau physiologique stérile et froide. Ensuite, un
poids de 500 mg de chaque organe est broyé avec 5 ml de tampon phosphate froid
(Na;HPO4/KH,PO,4 100 mM, pH 7.4) a I’aide d’un Broyeur IKA-RW15. L’homogénat obtenu
est centrifugé a 4000 rpm pendant 20 min a 4°C afin d’éliminer les débris cellulaires. Le
surnageant est aliquoté dans des eppendorfs puis conservé a -32°C jusqu’a son utilisation pour

le dosage des marqueurs antioxydants tissulaires.

11.4.1. Activité catalase

L’activité de la catalase est déterminée selon le protocole décrit par Aebi et ses
collaborateurs (1984), dont le principe est basé sur la diminution de I’absorbance a 240 nm
qui est due a la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H,O;) en présence de la catalase.
Pratiquement, 34ul de surnageant dilu¢ au 1/10 est ajouté directement dans la cuvette
contenant 966 ul de H,O, a 19.5 mM préparé dans le tampon phosphate de sodium (50 mM,
pH=7). La lecture est faite contre un blanc contenant le surnageant de foie et le tampon
phosphate de sodium uniquement en utilisant un spectrophotometre UV/VIS (SPECORD 210
PLUS). L’activité de la catalase est exprimée en pmol de H,O, décomposé/min/mg de

protéines.

11.4.2. Activité SOD

L’activité de la superoxyde dismutase (SOD) est mesurée par la méthode décrite par
Marklund (1974) et qui se base sur la compétition entre la réaction d’auto-oxydation du
pyrogallol par les radicaux O, et la dismutation de ces radicaux par la SOD. Pratiquement,
25 ul de 1a SOD (36 - 357 ng/ml) ou du surnageant de I’homogénat sont mélangés avec 935 pul
de tampon constitué de 50 mM Tris et de 1 mM d’acide diethylénetriaminepentacetique
(DTPA), le pH du tampon est amené entre 8.6 et 8.7 avec 1’acide cacodilyque (50mM). Ce pH
induit une variation de 1’absorbance du pyrogallol comprise entre 0.030-0.031/min. Apres
homogénéisation, 40 pl de pyrogallol (10 mM préparé dans du HCI 0.01N) sont ajoutés et le
milieu réactionnel est bien homogénéisé de nouveau. L’enregistrement de 1’absorbance est
lancé 45 secondes aprés I’addition du pyrogallol a 420 nm pendant 1 minute. L’activité de la

SOD est exprimée en unité par milligramme de protéine ou 1’unité est calculée comme suit :
U = (pourcentage d’inhibition/50) x le facteur de dilution

Le pourcentage d’inhibition de I’auto-oxydation du pyrogallol est calculé selon la

formule suivante :
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% Inhibition= Absorbance contr6le-Absorbance échantillon/Absorbance contrdle.
L’absorbance du contrdle correspond a I’absorbance du pyrogallol seul sans échantillon qui a
été remplacée par le tampon (absorbance maximale).

L’absorbance de I’échantillon correspond a 1’absorbance du pyrogallol en présence de la SOD

ou du surnageant.

11.4.3. Dosage du MDA

La peroxydation lipidique qui constitue le marqueur majeur du stress oxydant est évaluée
par dosage du malondialdéhyde (MDA), un des produits terminaux formés lors de la
peroxydation des acides gras polyinsaturés méditée par les radicaux libres, selon le protocole
de Mihara et Uchiyama (1978). Pratiquement, 125 pl de surnageant de foie est ajouté a 125 pl
de TCA (20%) et 250 ul de TBA (0.67%) et le mélange réactionnel est chauffé a 100°C
pendant 15 min. Aprés un refroidissement rapide, 1 ml de n-butanol est ajouté et le milieu
réactionnel est vigoureusement agité puis centrifugé pendant 15 min a 3000 rpm.
L’absorbance du surnageant est lue a 530 nm contre un blanc contenant de 1’eau distillée a la
place du surnageant. La concentration en MDA en nM est calculée en utilisant le coefficient
d’extinction du complexe MDA - TBA (g = 1.56 x 10° M*.cm™) & 532 nm.

11.4.4. Dosage du glutathion réduit

Le dosage de glutathion réduit (GSH) est réalisé selon la méthode d’Ellman (1959) qui
consiste en I’évaluation de la réduction du réactif d’Ellman DTNB (5,5'-dithio-bis(2-
nitrobenzoique)) par les groupements thiols du glutathion en formant 1’acide 2-nitro-5-
mercaptobenzoique. Ce produit est caractérisé par une coloration jaune intense quantifiable
par spectrophotométrie a 412 nm. Pratiquement, 200 pl de TCA a 10% sont mélangés a 200
ul d’homogénat et laissés reposer pendant 5 minutes. Ensuite, le mélange est centrifugé 10
minutes a 2000 t/min. Un volume de 200 ul du surnageant obtenu est additionné a 1.8 ml de
DTNB (0.6mM) et la lecture se fait aprés 5 minutes d’incubation a 412 nm contre un blanc
préparé dans les mémes conditions. La concentration du glutathion reduit est exprimee en

pmoles par milligramme de tissu.

11.4.5. Dosage des protéines tissulaires

Le taux des protéines tissulaires dans les homogénats est dosé suivant le protocole de
Gornall et al. (1949) en utilisant le réactif de Biuret. L’albumine de sérum bovin est utilisée
comme référence. Brievement, 1 ml de réactif de Biuret est mélangé a 25ul d'homogénat

hépatique de chaque extrait (E.AE ou E.But) ou d’albumine sérique bovine. Apres 10
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minutes d'incubation a 37°C, l'absorbance est mesurée a 540 nm et la concentration des

protéines totales est calculée selon la formule suivante :

Protéines totales (mg/ml) = (Absorbance échantillon / Absorbance référence) x C

C : concentration de I’albumine sérique bovine (référence).

Les concentrations des protéines totales dans les homogénats sont utilisées pour calculer

les activités des SOD et catalase et aussi pour le dosage du MDA et du GSH.

11.5. Activité antioxydante in vitro des extraits d’Arbutus unedo

11.5.1. Effet anti-hémolytique des érythrocytes

L’activité anti-hémolytique des extraits est évaluée par le test de ’hémolyse induite par
I’AAPH (2,2,-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride) selon la méthode deécrite par
Bouhlali et al. (2016) et qui consiste a soumettre des hématies a une agression radicalaire par
des radicaux libres peroxyles produits par la décomposition thermique de 1I’AAPH. Pour
résister a cette agression, tous les systétmes de défense enzymatiques et chimiques des
érythrocytes se mobilisent a des niveaux intra et extracellulaires afin de protéger leurs
intégrité, jusqu’a ce que la membrane cellulaire éclate et I’hémoglobine est libérée.
L’hémolyse est suivie par spectrophotométrie a 630 nm, elle permet de mesurer la variation
de la turbidité du milieu réactionnel au cours du temps. L’ajout dans le milieu réactionnel

d’extraits a activité antioxydante retarde 1’apparition de cette hémolyse.

Pratiquement, du sang provenant de souris males est dilué a 1% dans du tampon PBS
(tampon phosphate 10 mM, pH=7.4, 125 mM NaCl). Ensuite, 120 ul de cette solution
sanguine, sont placés dans un puits de microplaque mélangée avec 60 pl de solution d’E.AE
ou d’E.But a la concentration de 40, 20, 10 et Sug/ml dans du PBS, puis soumis a I’action de
120 pl du radical AAPH (120 mM) en solution a 37°C. La cinétique de la disparition
progressive des hématies est suivie par la lecture de I’absorbance a 630 nm a ’aide d’un
lecteur de microplaques 96 puits (ELX 800 de Bio-TEK instruments). Le Trolox et le PBS
sont utilisés comme contrdle positif et neégatif respectivement. La résistance des erythrocytes a
I’attaque radicalaire est exprimée par le temps nécessaire a la lyse de 50% de ces cellules
(HTs0), (Girard et al., 2006).

11.5.2. Test de DPPH
L’activité anti-radicalaire des extraits a été evaluée par le test au DPPH (Que et al., 2006)
qui est un radical libre stable caractérisé par une couleur violette en solution dans 1’éthanol, et

présente une forte absorbance a 517 nm. Dans ce test, les antioxydants ajoutés réduisent le
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DPPH en un composeé jaune dont l'intensité de la couleur est directement proportionnelle au
nombre de protons captés et peut &tre suivie par la lecture de 1’absorbance du milieu

réactionnel (Mosquera et al., 2007).

Pratiquement, 2 ml d’extrait ou de I’antioxydant standard BHT a différentes
concentrations sont ajoutés a 2 ml de la solution éthanolique du DPPH (0.1mM). Aprés 30
min. d’incubation a I’obscurité, la décoloration par rapport au controle contenant uniquement
la solution de DPPH est mesurée a 517 nm contre un blanc d’éthanol. L’activité anti-

radicalaire est déterminée selon 1’équation suivante :

Activite antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100
Ac: absorbance du contrdle.
At: Absorbance du test.

La concentration ayant la capacité de piéger 50% du radical DPPH (ICs) est déterminée.

11.5.3. Effet piégeur du radical ABTS

L’activité antiradicalaire des extraits étudiés vis-a-vis du radical ABTS (acide 2,2'-azino-
bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) a été mesurée suivant le protocole de Re et al.
(1999). Une solution d’ABTS™ (7.4 mM) est préparée en mélangeant des volumes égaux
d’ABTS et de persulfate de potassium (2.6 mM) et conservée pendant 16h a température
ambiante et a I’abri de la lumiere. Cette solution est ensuite diluée avec de I’éthanol afin
d’obtenir une absorbance de 0.7 @ 734 nm. Un volume de 190 pl de cette solution est placé
dans chaque puits de microplaque et mélangé avec 10 ul de solution d’extrait ou de BHT a
différentes concentrations. Apres une incubation de 6 min, I’absorbance est mesurée a 734nm
par un lecteur de plaque 96 puits (ELX 800 de Bio-TEK instruments). L’activité anti-
radicalaire est déterminée par rapport a un contréle contenant du méthanol selon 1’équation

suivante :

Activite antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100
Ac: absorbance du contrdle.
At: Absorbance du test.

La concentration ayant la capacité de piéger 50% du radical ABTS (ICsp) est déterminée.

11.5.4. Effet piégeur du radical hydroxyle
Le radical hydroxyle est le radical libre le plus réactif et peut endommager différentes

biomolécules.
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L’activité antiradicalaire des extraits de la partie aérienne d’A. unedo vis-a-vis du radical
hydroxyle a été évaluée en suivant la méthode décrite par Sudha et al. (2011). Pratiquement,
0.5 ml de FeSOy (1.5 mM) et 0.35 ml de peroxyde d’hydrogene (6 mM) sont mixés avec 0.1
ml d’extrait ou de vitamine C (utilisée comme référence) a différentes concentrations (100-
1400 pg/ml). Ensuite, 0.15 ml de salicylate de sodium (20 mM) sont ajoutés et le mélange
réactionnel est incubé pendant 20 min. a 37 °C. L’absorbance du complexe salicylate
hydroxylé est mesurée a 562 nm et I’effet piégeur du radical hydroxyle est calculé selon

I’équation suivante:

Activité antiradicalaire (%) = [1- (A1-A2) / Ag] x 100
Ao Absorbance du contr6le (sans extrait)
A;: Absorbance en présence de I’extrait

A, Absorbance sans sodium salicylate

I1.5.5. Effet piégeur de ’anion superoxyde

La capacité des extraits étudiés a piéger les radicaux anions superoxyde a été mesurée
selon la méthode décrite par Ozsoy et al. (2008). Premierement, des radicaux superoxydes
sont générés dans un mélange contenant 500 pl de NBT (Nitroblue tetrazolium, 156 uM dans
un tampon phosphate 0,1 M, pH=7,4), 500 pul NADH (Nicotinamide adenine dinucleotide
reduced, 468 uM dans un tampon phosphate 0,1M, pH=7,4) et 50 pl de chaque extrait ou
d’acide gallique (standard) a différentes concentrations (5-500 pg/ml). Ensuite, 50 pl de PMS
(60 uM dans un tampon phosphate 0,1M, pH=7,4) sont additionnés au mélange afin d’initier
la réaction. Apres 5 min d'incubation a 25°C, I'absorbance est mesurée a 560 nm contre un
blanc qui contient tout les réactifs sauf le PMS. L’absorbance du mélange réactionnel est
inversement proportionnelle a l'activité de piégeage des anions superoxydes. L'activité de

piégeage des anions superoxydes est calculée en utilisant I'équation suivante:

Activité de piégeage des anions superoxyde (%) = [(Ac - As) / Ac] x 100
Ac : absorbance du controle

As : absorbance en presence d'extraits ou de référence.

11.5.6. Effet piégeur du peroxyde d’hydrogéne

La capacité des extraits d’A. unedo a piéger le peroxyde d’hydrogéne est déterminé
suivant le protocole décrit par Lee et ses collaborateurs (2014). Pour cela, 20 ul de chaque
extrait ou d’acide ascorbique (standard) a différentes concentrations (10-200 pg/ml) ont été
mélangés avec 100 pl du tampon phosphate (0.1 M, pH=5) et 20 pul de peroxyde d’hydrogene
(10 mM) et incubés pendant 5 min a 37 °C. Ensuite, 30 ul d’ABTS (1.25 mM) et 30 ul de
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peroxydase (1U/ml) sont ajoutés et le mélange réactionnel est incubé 10 min & 37°C.
L'absorbance est mesurée a 405 nm en utilisant un lecteur de microplaques a 96 puits (ELX
800 de Bio-TEK instruments). La capacité des extraits a pieger le peroxyde d'hydrogéne est

calculée selon I'équation suivante:

Activité de piégeage du peroxyde d'hydrogene (%) = [(Ac - As) / Ac] x 100
Ac : absorbance du contr6le

As : absorbance en présence d'extraits ou standard.

11.5.7. Blanchiment du B-carotene

La capacité des extraits d’Arbutus unedo de prévenir le blanchiment du p-caroténe est
déterminée selon le protocole décrit par Bougatef et ses collaborateurs (2009). Cette méthode
est basée sur la capacité des extraits & inhiber la formation des hydroperoxydes diéne
conjugués durant 1’oxydation de 1’acide linoléique. Premi¢rement, une émulsion fraiche de -
caroténe/acide linoléique est préparée tout en mélangeant 0,5 mg de B-caroténe dissout dans 1
ml de chloroforme avec 25 pul d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Aprés évaporation
du chloroforme sous pression réduite a 45°C au rotavapeur (BUCHI R-210), 100 ml d’eau
distillée saturée en oxygene sont ajoutés et le mélange obtenu est agité vigoureusement.
Ensuite, 2.5 ml de cette émulsion sont additionnés a 0.5 ml des solutions d’extraits ou de BHT
(antioxydant de référence) et le mélange réactionnel est incubé dans un bain-marie & 50°C
pendant 2 heures. Le controle négatif contient 0.5 ml d’eau distillée a la place des extraits, et

0,5 ml de méthanol a la place de BHT.

L’absorbance de chaque échantillon est mesurée a 470 nm juste aprés sa préparation (t =
0 min) et a des intervalles de 20 min jusqu’a la fin de I’expérience (t = 120 min). L’activité
antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition par rapport au contréle négatif selon

I’équation suivante:

Activite antioxydante % = [1- (Ato— Ati2o) test / (Ato-Ati20) contrdle] x 100
Ato: absorbance au temps t = 0.

Ati20: absorbance au temps t = 120 min.

11.5.8. Peroxydation de I’acide linoléique

L’activité antioxydante totale des extraits d’Arbutus unedo est déterminée selon la
méthode de thiocyanate ferrique décrite par Gulgin et ses collaborateurs (2005). Pratiquement,
une émulsion de 1’acide linoléique est préparée en mélangeant 0,028 g d’acide linol¢€ique,

0,028 g de Tween 20 et 10 ml de solution tampon phosphate (0,04 M, pH=7.0). Ensuite, 600
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ul de cette émulsion est mélangé avec 600 pl de solutions d’extraits ou de 1’antioxydant
standard (BHT) a une concentration de 50pug/ml. Le contrle négatif contient tous les réactifs
sauf 1’échantillon a tester qui est remplacé par la solution tampon. Apres agitation, le mélange
est incub¢ a 25°C a I’obscurité pendant 15 min. La lecture se fait a 500 nm contre un blanc
d’éthanol, en mélangeant 20 ul de cette préparation avec Iml d’éthanol, 20 ul KCN et 20 pl
de FeCl,. Cette procédure est répétée chaque 24 heures pendant 96 heures. Le pourcentage
d’inhibition de la peroxydation lipidique est calculé selon 1’équation suivante:

% d’inhibition de peroxydation = [(Ac - At)/ Ac] x100
Ac: absorbance du contrdle.
At: absorbance du test.

11.5.9. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits d’Arbutus unedo est déterminé suivant la méthode
décrite par Rohit et al. (2012). Initialement, des solutions d’extraits et de I’antioxydant de
réféerence (BHT) a différentes concentrations sont mélangées avec 2.5 ml du tampon
phosphate (200 mM, pH=6.6) et 2.5 ml de ferricyanide de potassium [K3Fe(CN) ] (1%). Le
mélange est incubé 20 minutes a 50°C puis laissé refroidir avant d’ajouter 2.5 ml de TCA
(10%) et 0.5 ml de FeCl; (0.1%) au milieu réactionnel et I’absorbance est lue a 700 nm contre
un blanc sans FeCl;. L’absorbance est directement proportionnelle au pouvoir réducteur. La
valeur ECsp (concentration effectrice) est calculée a partir de la courbe de 1’absorbance en

fonction de la concentration de I’échantillon.

11.5.10. Test phosphomolybdate (PPM)

Le test phosphomolybdate (PPM) comme décrit par Prieto et ses collaborateurs (1999) a
été réalisé pour évaluer la capacité antioxydante totale des deux extraits étudiés d’Arbutus
unedo. Briévement, 100 pul de chaque extrait ou d’acide ascorbique (standard) sont mélangé a
900 pl d’une solution qui contient 0.6 M d’acide sulfurique, 28 mM sodium phosphate, et 4
mM de molybdate d’ammonium. Apres une incubation de 90 min. a 95°C, les tubes sont
laissé refroidir avant de lire I’absorbance a 695 nm contre un blanc qui contient du méthanol a
la place de I’échantillon. La capacité antioxydante totale est exprimée en pg équivalent

d’acide ascorbique par milligramme de matiere séche (ug AAE/mg MS).

11.6. Activité anti-inflammatoire

11.6.1. (Edéme de Doreille induit par ’huile de croton chez la souris

L’effet anti-ocdémateux des extraits d’Arbutus unedo a été évalué en utilisant I’cedéme de

I’oreille induit par 1’huile de croton (Manga et al., 2004). Pratiquement, les souris regoivent
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sur la face interne de leurs oreilles droites 15 ul d’une solution acétone-eau (1:1) contenant 80

ng d’huile de croton comme agent irritant afin de provoquer une inflammation cutanée.

Les souris des groupes traitées recoivent localement 2 mg/oreille d’extrait ou 0,5 mg
d’indométacine, simultanément avec 1’agent phlogogénique. L’épaisseur de 1’oreille est
mesurée par un pied a coulisse digital avant le traitement et 6 heures aprés I’induction de
I’inflammation (Delaporte et al., 2004) et la différence de I’épaisseur avant et apres
I’application de I’ huile de croton est calculée. Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme est
défini par rapport au groupe témoin qui ne regoit que la solution d’huile de croton selon la

formule suivante :

Taux d’inhibition = (A Témoin — A Traité / A Témoin) x 100
A Témoin: différence d’épaisseur pour le groupe témoin.

A Traité: différence d’épaisseur pour le groupe traité.

I1.6.2. Poche d’air induite par la carragénine chez la souris

La méthode décrite par Liz et ses collaborateurs (2011) est utilisée pour réaliser le test de
la poche d’air induit par la A-carragénine chez la souris. Pour cela, les poches d’air ont été
crées par une injection sous dermique de 3 ml d’air stérile au premier jour et de 2 ml au
troisieme jour de 1’expérience. Lors du 6°™ jour, les souris recoivent directement dans la
poche d’air 1 ml soit de NaCl stérile (0.9%), d’E.AE (1 mg/ml), d’E.But (1 mg/ml) ou
d’indométacine (0.1 mg/ml). Une heure apres, I’inflammation aigue est induite par I’injection
directe dans chaque poche de 0.1 ml de A-carragénine a 1%. Les souris sont ensuite sacrifiées
quatre heures aprés I’injection de la carragénine, les poches d’air sont lavées avec 1 ml de
NaCl stérile contenant de 1’héparine (20 Ul/ml). Les exsudats sont collectés et les leucocytes
ayant migrés vers la poche sont comptés a 1’aide d’une cellule de Thoma sous microscope

optique.

11.6.3. Inhibition de la dénaturation des protéines

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits étudiés est évaluée suivant le protocole
décrit par Lavanya et al. (2010) qui se base sur la capacité de ces extraits a réduire la
dénaturation thermique d’albumine sérique bovine (BSA). Pour cela, 450 pl de la solution
aqueuse de BSA a5 % est ajoutée a 50 ul de chaque extrait (E.AE ou E.But a 125, 250 et 500
pg/ml) ou d’aspirine comme anti-inflammatoire de référence avec les mémes concentrations.
Le controle est préparé de la méme fagon en remplagant la solution d’extrait par 1’eau

distillée. Les pH de toutes les solutions sont ajustés a 6.3, avant de les incuber a 37°C pendant
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20 min. Ensuite, la température est augmentée a 57°C pendant 3 min, suivie d’un
refroidissement. Un volume de 2.5 ml de tampon phosphate (0.2 mM, pH=6.3) est ajouté aux

solutions.

L’absorbance est lue a 420 nm et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des

protéines est calculé selon I’équation suivante:

% d’inhibition de dénaturation = (Ac - At/Ac) x 100
Ac : absorbance du contrdle

At : absorbance de la solution test

11.6.4. Stabilité membranaire des érythrocytes humains

Le protocole décrit par Debnath et al. (2013) est utilisé dans cette étude pour évaluer la
capacité des extraits d’A.unedo a protéger la membrane des érythrocytes humains contre
I’hémolyse induite par un milieu hypotonique. Pratiquement, 100 pl d’une suspension
érythrocytaire diluée a 10% dans un milieu isotonique (tampon phosphate 10 mM, pH=7.4,
154 mM NaCl) sont ajoutés a 1 ml de chaque extrait ou de Diclofénac (référence) a
différentes concentrations (1, 2, 3 mg/ml) dissous dans un milieu hypotonique (10 mM
tampon phosphate, pH=7.4, 50 mM NaCl). Le contrdle qui est considéré comme 100%
d’hémolyse ne contient que la suspension érythrocytaire avec le milieu hypotonique. Le
mélange réactionnel est ensuite incubé 10 minutes a température ambiante, puis centrifugé a
3000 rpm a 4°C pendant 10 minutes. L’absorbance du surnageant récupéré est lue a 450 nm.

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est calculé selon la formule suivante:

% d’inhibition = 100 x (A1 - Ay)/ A;
A : absorbance du controle négatif

A, - absorbance de ’extrait ou du référence

11.7. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + SD, et en moyenne
+ SEM pour les tests in vivo. L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel GraphPad
Prism 5 Demo. Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont
faites par le test ANOVA univarié suivi du test de Tukey ou Dunnett. Les différences sont

considérées  statistiquement  significatives au seuil de 005 (p < 0.05).
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RESULTATS ET DISCUSSION
I. Analyses phytochimiques

1.1. Polyphénols totaux et flavonoides

Les fractions d’acétate d’éthyle et butanolique sont séchés jusqu’a 1’obtention d’une
poudre fine hygroscopique de couleur brune. L’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles
d’Arbutus unedo a donné un rendement de 4%, qui est plus faible que celui de I’extrait
butanolique (7,5%).

Le contenu des deux extraits en composés phénoliques et en flavonoides est résumé dans
le tableau 1. Les résultats montrent que I’E.AE est plus riche en polyphénols et en

flavonoides que I’E.But.

Tableau 1. Teneur des extraits E.AE et E.But d’Arbutus unedo en polyphénols totaux et flavonoides. Les

valeurs représentent la moyenne de 3 essais * SD.

Extrait Polyphénols Flavonoides

pg équivalent acide gallique/mg extrait pg équivalent quercétine/mg extrait
E. AE 836.51 + 90.54 53.99 £ 5.33
E. But 559.33 £ 68.74 3.75+£0.19

1.2. Caractérisation phytochimique par LC-ESI/MS

L’analyse quantitative par LC-ESI/MS révéle la présence de 9 acides phénoliques et 11
flavonoides dans les deux extraits d’A. unedo (Tableau 2). Les conditions de séparation
utilisées ont permis d’obtenir des chromatogrammes bien résolus (Figure 16). L’acide
gallique, I’epicatechin, la procyanidine B2, 1’acide ¢llagique, la quercetine et 1’acide
chlorogenique sont détectés comme constituants majeurs dans les deux extraits étudiés, tandis
que, I’acide caféique, 1’acide transcinamaldehyde, le luteolin et I’acide rosmarinique n’ont été

détectés que dans I’extrait d’acétate d’éthyle (Tableau 2).
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Figure 16. Profils chromatographiques de I’E.AE (A) et I’E.But (B) d’Arbutus unedo obtenus par LC-
ESI/MS.
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Tableau 2. Composés phénoliques identifiés par LC-ESI/MS dans I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et
I’extrait butanolique (E.But) d’Arbutus unedo.

Compounds R¢ E.AE (ng/ml) E.But (ng/ml)
Gallic acid 2.58 39600 2800
Catechol 4.50 1360 43.1
Vanilic acid 6.22 2.02 7.50
Procyanidin B2 6.37 10100 712
Chlorogenic acid 6.55 2210 1220
P-Coumaric acid 6.61 62.2 181
Epicatechin 6.67 11500 1300
Isoquercitrin 6.87 67.2 106
Myrtillin 6.88 101 112
Quercetin3-O-galactoside 6.87 63.1 420
Rutin 7.18 514 405
Caffeic acid 7.61 16.1 N/A
Transcinamaldehyde acid 7.79 321 N/A
Rosmarinic acid 7.79 896 N/A
Cyanin acid 8.12 63.6 23.9
Ferulic acid 8.24 649 17.9
Luteolin 8.32 50.5 N/A
Ellagic acid 8.36 9750 585
Quercetin 8.38 6150 327
Apigenin 8.71 71.3 14.0

R;: temps de rétention, N/A : not available

L’extraction par les solvants organiques est souvent la méthode la plus pratiquée pour la
préparation des extraits de plantes. Cependant, certains auteurs ont montré que le méthanol et
I’eau ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une
meilleure récupération de composés phénoliques (Sahreen et al., 2010, Khoddami et al.,
2013).

Avant son utilisation, le matériel végétal est séché a ’abri de la lumicre puis broyée. Le
séchage de la plante a 1’obscurité a pour bute d’éviter toute éventuelle dégradation
enzymatique des flavonoides, particulierement les glycosides (Marston and Hostettmann,
2006), ou microbiennes (Seidel, 2005), comme il prévient les transformations chimiques telles
que I’isomérisation et la dégradation causées par les radiations UV (Jones and Kinghorn,
2005). Tandis que le broyage de la plante rend I’extraction plus efficace, en effet,

I’échantillon devient plus homogene, la surface de contact avec le solvant est plus grande, la
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pénétration a I’intérieur des cellules qui ne sont pas détruites aprés le broyage devient aussi

plus facile.

Dans la présente étude, I’extraction a été faite dans un premier temps par macération dans
un mélange méthanol/eau. Le méthanol est capable d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires et de faciliter l'extraction d’un grand nombre de composés polaires ainsi que des
composés de moyenne et de faible polarité et cela par modulation de la polarité de ces
derniers, probablement a cause de I’affaiblissement des liaisons d’hydrogeéne dans les
solutions aqueuses et la solubilisation des molécules (Seidel, 2005 ; Albano and Miguel,
2010), ceci d’une part. D’autre part, la présence d’ecau dans le mélange hydro-alcoolique
augmenterait la perméabilité des tissus vegétaux et favoriserait le phénomene de diffusion de

masse dans I’étape d’extraction (Arimboor and Arumughan, 2011).

Le rendement de D’extraction dépend de plusieurs facteurs, a savoir la méthode
d’extraction, le temps, la température, le solvant utilisé et la nature chimique de 1’échantillon
(Tabart et al., 2007 ; Terblanche et al., 2017), le nombre de répétitions de I’extraction de
I’échantillon (khoddami et al., 2013), ainsi que la présence de substances interférentes
(Stalikas, 2007). L’origine géographique de la plante (climat et sol), la saison de la récolte, la
durée et les conditions de stockage influencent ¢galement le rendement d’extraction (Liu et
al., 2015). La délipidation augmente aussi le rendement d’extraction en composés

phénoliques (khoddami et al., 2013).

El Haouari et al. (2007) ont obtenu a partir des extraits des feuilles d’Arbutus unedo
originaire de Maroc un rendement de 0.84% avec ’ether diethylique et 5.21% avec ’acétate
d’éthyle. Ce résultat est similaire a celui obtenu dans cette étude (4%) avec I’acétate d’éthyle.
Par contre, Mekhfi et al. (2006), ont obtenu a partir de ’extrait brut aqueux des feuilles
d’Arbutus unedo du Maroc un rendement de 12.5%.

Afin de caractériser les extraits préparés a partir des feuilles d’A.unedo, un dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué car la majorité des effets
pharmacologiques et des propriétés antioxydantes des plantes sont attribués a ces substances
(Gllgin et al., 2010).

Il parait dans cette analyse que 1’extrait d’acétate d’éthyle d’A.unedo est plus riche en
polyphénols et en flavonoides que I’extrait butanolique, et cela est peut étre dii a la différence
de solubilité de ces composés dans les deux solvants utilisés qui ont des degrés de polarité

différents. En utilisant la chromatographie sur couche mince, Males et al, (2006) ont montré
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la présence de quercitrine, d'isoquercitrine, d'hyperoside, de rutine et d'acide chloregénique
dans différents extraits d'A. unedo. La teneur en flavonoides differe considérablement d'un
échantillon de plante a I'autre et cela peut étre di a divers facteurs, tels que le type de sol, les
conditions microclimatiques, la position géographique, le site, I'dge et le stade de végétation
des plantes et des feuilles. Plusieurs composés ont été isolés d'A. unedo collectés en Turquie,
notamment des acides aromatiques, des iridoides, des monoterpénoides, des
phénylpropanoides, des stérols, des triterpénoides et des flavonoides (Carcache-Blanco et al.,
2006). D'autres études chimiques sur les feuilles et les fruits d'A. unedo ont indiqué la
présence d'huiles essentielles, de proanthocyanidines, de glucosides iridoides, de sucres,
d'acides phénoliques et de tocophérol (Ayaz et al., 2000 ; Kivgak and Mert, 2001 ; Kivcak et
al., 2001). Ces composés phenoliques posseédent un bon pouvoir pharmacologique et sa
présence dans cette plante supporte son usage traditionnel dans la prise en charge de diverses

pathologies.

II. Toxicité aigue

Afin de garantir I’innocuité des extraits étudiés, la toxicité aigué par voie orale est

évaluee dans cette étude sur des souris selon la ligne directrice de I’'OCDE 425.

L’administration orale de 2000 mg/kg de poids corporel d’E.AE et d’E.But d’A. unedo
chez des souris ne provoque aucun signe d’intoxication (changement de comportement,
manque d’appétit, difficultés motrices, dyspnée...etc.), ni de mortalité pendant les 14 jours
d’observation. De plus, aucune diminution ni augmentation significative n’est observée dans
le gain du poids corporel. Par conséquent, ces deux extraits peuvent étre déclarées non
toxiques a la dose de 2000 mg/kg, et la DLsg est donc supérieure a cette dose. Ces résultats

servent de base pour le choix des doses et des concentrations pour les expériences ultérieures.

Les résultats de la présente étude sont en concordance avec ceux de Bnouham et ses
collaborateurs (2007), qui ont étudi¢ la toxicité aigue de D’extrait aqueux des racines
d’Arbutus unedo. Ils ont rapporté que méme a une dose de 6000 mg/kg de poids corporel
administrés a des souris par voie orale, cet extrait n’a pas provoqué de mortalité ou des effets

secondaires. Ce résultat appuie I'absence d'effets indésirables de cette plante.
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I11. Activité antioxydante in vivo des extraits d’Arbutus unedo

L’effet de I’E.AE et I’E.But d’Arbutus unedo sur les taux du malondialdéhyde et du
glutathion réduit, et sur I’activité de la catalase et de la superoxyde dismutase a été évalué au
niveau des surnagent du foie des souris traités. Ces parametres forment des marqueurs
biologiques endogenes du stress oxydant qui permettent de mettre en évidence les dommages

causés par les radicaux libres et 1’état des différents systemes de défense.

I11.1. Effet sur la catalase
La catalase est une enzyme antioxydante qui joue un réle trés important dans le
métabolisme du peroxyde d’hydrogene, catalysant sa décomposition en eau et en oxygene

moléculaire (Sisein, 2014).

Dans cette étude, I’activité de cette enzyme a été déterminée dans le foie. Les résultats
présentés dans le tableau 3 montrent que le prétraitement des souris par les trois
concentrations des deux extraits d’A. unedo n’induit aucun changement significatif dans
I’activité enzymatique de la catalase. De méme, 1’administration de 1’acide ascorbique ne
modifie pas I’activité de cette enzyme. En effet, chez les souris du groupe témoin ’activité de

I’enzyme est de 231.24 + 13.32 umoles H,O,/min/mg de protéines.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Celep et ses collaborateurs (2013) qui ont
montré que le traitement des animaux pendant 21 jours avec I’extrait méthanolique des
feuilles de Cornus mas L. a la concentration de 500 mg/Kg préserve le taux d’activité de la
catalase, de la SOD et de la GPX et le taux du MDA.

111.2. Effet sur SOD

L’activité de la SOD est de 0.35 + 0.03 et de 2.44 + 0.06% pour le groupe témoin et le
groupe traité par 1’acide ascorbique respectivement. En revanche, le prétraitement par 1’extrait
d’acétate d’éthyle et I’extrait butanolique d’A. unedo stimule 1’augmentation de 1’activité

enzymatique de cette protéine (Tableau 3).

Ceci est peut étre due a la teneur élevée et la composition en polyphénols des extraits.
Plusieurs études (Avila-Nava et al., 2014; Kardum et al., 2014 ; Khan et al., 2015; Wu et al.,
2015) ont montré I’effet positif des différentes classes de polyphénols sur 1’activité¢ des
enzymes antioxydantes (SOD, Catalase et GPX). Cet effet aboutit a la diminution de la
peroxydation lipidique. En fait, la réduction de I’activité de ces enzymes augmente la lipo-

peroxydation dont le produit final est le MDA qui attaque les membranes et conduit
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finalement a la perte des fonctions des cellules (Halliwell, 2001). Les mécanismes de
I'activation des enzymes antioxydantes par les polyphénols ne sont pas tres clairs, car la
biodisponibilité de ces molécules est relativement faible (Pincemail et al., 2007), mais
certaines études ont mentionné la relation entre les polyphénols et I'expression d'enzymes
antioxydantes via 1’activation des facteurs nucléaires comme le facteur Nrf2 (nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2), (Mitjavila and Moreno, 2012; Oliveras-Lopez et al., 2014;
Nakayama et al., 2015). Dans les conditions normales, ce facteur Nrf2 se trouve lié a son
inhibiteur cytoplasmique sous forme d’un complexe Keapl-Nrf2. Dans le cas d'un stress
oxydatif ou en présence de stimulateurs, le facteur Nrf 2 se dissocie de ce complexe,
permettant son transfert vers le noyau, ou il se lie a une partie de I’ADN appelée antioxidant
response element (ARE) ou electrophile response element (EpRE), située dans la région
promotrice des enzymes antioxydantes, ce qui augmente leur taux de réplication (Vicente et
al., 2014).

111.3. Effet sur le MDA

Le taux du MDA est déterminé dans le surnageant du foie des souris traités par les
extraits d’Arbutus unedo en comparaison avec un groupe contréle négatif et un groupe des
souris traités par 1’acide ascorbique. L’augmentation du taux du MDA indique I’augmentation

de la peroxydation lipidique et les dommages cellulaires (Hamden, 2008).

Le taux du MDA au niveau des surnageant du foie des souris témoins et des souris traités
par I’acide ascorbique sont de 22.25 + 1.93 namol/mg de protéines et 26.42 + 1.26 namol/mg
de protéines respectivement. Le traitement avec I’E.AE et I’E. But d’A. unedo n’entraine
aucune modification significative du taux du MDA par rapport au groupe contréle (Tableau
3).

La peroxydation lipidique qui cible principalement les acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires ou des lipoprotéines (LDL), produit des composés toxiques qui
agissent loin de son lieu de génération comme second messager (Gutowski and Kowalczyk,
2013). Le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonenal (4-HNE) sont les produits
majeurs de la peroxydation lipidique (Devasagayam, 2004). L’accumulation de ces
métabolites affecte les canaux de transport ionique et perturbe ainsi le passage
transmembranaire des protéines et des enzymes et affecte aussi les bicouches lipidiques des
membranes qui deviennent plus rigides et/ou perméables (Kehrer and Klotz, 2015). Su et ses
collaborateurs (2016), ont rapporté aussi que le MDA peut pénétrer dans la bicouche lipidique

membranaire, conduisant a I’endommagement ou a la perte de fonction de la membrane par



RESULTATS ET DISCUSSION 63

durcissement. Ce dernier, réduit la fluidité et augmente la perméabilité de la membrane

plasmique, induisant ainsi le gonflement et la nécrose cellulaire.

La présente étude montre que le traitement des souris par 1’extrait d’acétate d’éthyle et
I’extrait butanolique d’A. unedo préserve le taux du MDA hépatique. Ces résultats prouvent
que les extraits d’A. unedo peuvent protéger le foie contre le stress oxydant par I’inhibition de
la peroxydation lipidique et I’inhibition des réactions d’oxydation en chaine (Goel et al.,
2005). Cette activité des extraits d’A. unedo peut étre attribuée a leur composition en
polyphénols (Bonarska-Kujawa et al., 2011). En fait, plusieurs études suggérent que les
extraits riches en polyphénols et en flavonoides présentent une capacité antioxydante en
affectant la production de radicaux libres et la peroxydation lipidique. Les antioxydants
peuvent retarder ou empécher l'oxydation des lipides en inhibant I’initiation et/ou la

propagation des réactions d’oxydation (Wang and Chen, 2010 ; Jiang et al., 2011).

Tableau 3. Effet de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et I’extrait butanolique (E.But) d’A.
unedo sur la catalase, la SOD, le MDA et le GSH du surnageant hépatigue.

Catalase SOD MDA GSH
pmoles/min/mg U/mg protéines namoles/mg namoles/mg

protéines protéines protéines
Contrdle (NaCl) 231.24 +13.32 0.35£0.03 22.25+1.93 49.57 £ 4.26
Vit C150 mg/Kg 274.56 + 15.74 ns 2.44+ 0.06*** 26.42 +1.26 ns 67.79 + 4.69%**
E.AE 75 mg/Kg 256.35 + 14.39 ns 2.30+ 0.09*** 21.93+1.93 ns 12.24 + 0.68***
E.AE 150 mg/Kg 227.90 + 16.36 ns 2.56+ 0.19*** 24.21+1.40ns 12.51 + 1.07***
E.AE 300 mg/Kg 236.38 + 25.01 ns 2.54+ 0.22%** 20.33+1.41ns 12.13 £ 1.08***
E.But 75 mg/Kg 293.51+15.11 ns 2.20+ 0.07*** 21.13+1.22 ns 17.89 + 1.22%**
E.But 150 mg/Kg 263.68 +9.32 ns 2.21+0.08**=* 20.28 +1.31 ns 14.03 £ 1.31***
E.But 300 mg/Kg 277.02 £21.92 ns 2.17+ 0.08**=* 21.26 +1.54 ns 14.49 £ 0.47***

Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 10). ns: non significatif, ***: p<0.001 vs le

contréle (traitement par le NaCl).

111.4. Effet sur GSH

Le glutathion est un pseudo-tripeptide formé par la condensation d'acide glutamique, de
cystéine et de glycine. Il joue un réle important dans la défense antioxydante en participant
dans plusieurs réactions de détoxication et d'élimination d'espéces réactives de I'oxygéne. Il
intervient aussi dans le maintien du potentiel redox du cytoplasme et dans la régulation de
plusieurs activités cellulaires telles que I'expression des genes, la synthése de I'ADN et des
protéines, la prolifération cellulaire, I’apoptose, la transduction du signal, la production de

cytokines et la réponse immunitaire (Wu et al., 2004).
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Les trois concentrations testées des deux extraits étudiés n’ont pas augmenté le taux du
glutathion réduit (Tableau 3) par rapport au groupe traité a I'eau physiologique (49.57 + 4.26
namol/mg de protéines). Le prétraitement par I’acide ascorbique augmente significativement
ce taux jusqu’au 67.79 £ 4.69 namol/mg de protéines. Ces résultats pourraient étre expliqués
par le fait que le contenu des deux extraits en phénols totaux n’a pas affecté le taux du

glutathion.

Le systeme antioxydant GSH se compose du glutathion réduit GSH et d’enzymes, dont la
glutathion réductase GR est responsable de la régénération du GSH, et la glutathion
peroxydase GPX et la Glutathion S-transférase GST travaillent ensemble avec le GSH pour la
décomposition du peroxyde d'hydrogéne et des anions superoxydes (Huo et al., 2011; Lavie,
2015). Plusieurs études ont rapporté que la diminution du taux de GSH est associée a une
augmentation de la peroxydation des lipides (Akilavalli et al., 2011 ; Kaushik et al., 2011 ;
Nasir et al., 2013). Par contre, I'augmentation du taux de GSH pourrait étre due a la synthése

ou a la régénération du GSH et I’activation de la glutathion réductase (Nasir et al., 2013).

V. Activité antioxydante in vitro

Diverses actions peuvent €tre a 1’origine du pouvoir antioxydant, a savoir l'inhibition des
enzymes d'oxydation, la chélation des métaux de transition, le transfert d’hydrogene, la
désactivation de I'oxygeéne singlet ou la détoxification enzymatique des ROS. Pour cela et afin
de caractériser le potentiel antioxydant des principes actifs et des d’extraits, la combinaison de

différentes méthodes est une obligation (Popovici et al., 2009).

Dans le présent travail, I’activité antioxydante des extraits d’A. unedo a éte évaluée in
vitro en utilisant: le test de I’hémolyse oxydative induit par AAPH, le test au DPPH, ABTS,
OH’, O’y et H,O; pour tester ’effet piégeur, la technique de décoloration du B-caroténe et
I’activité antioxydante totale pour évaluer ’effet sur la peroxydation lipidique, et enfin la

mesure du pouvoir réducteur.

IV. 1. Effet protecteur des extraits contre I’hémolyse érythrocytaire

Les résultats obtenus des extraits d’Arbutus unedo et du trolox (utilisé comme référence)
sont présentés sur la figure 17 et le tableau 4. Les deux extraits étudiés induisent une
extension du temps de demi-hémolyse (HTso) en comparaison avec le contréle négatif. Cela
signifie qu’ils ont la capacité a protéger les hématies d’un stress oxydant, ce qui confirme leur

activité antihémolytique. L’effet est dose-dépendant. Le meilleur effet protecteur est obtenu
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avec I’E.AE qui donne un effet tres proche de celui exercé par le trolox. A la dose de 40

pg/ml, les valeurs des HTsp sont 122.02 min et 115.26 min pour I’E.AE et Trolox

respectivement. Ces réesultats sont significativement plus importants que ceux obtenus avec

I’E.But a la méme dose (HT5o:73'48 min) et aussi le contrdle négatif (HTSO: 46.5min).

Tableau 4. Activité anti-hémolytique de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE), de ’extrait butanolique (E.But)

d’Arbutus unedo et du Trolox a différentes concentrations.

Temps de demi-hémolyse (min)

Echantillon Sug/mi 10pg/ml 20pg/ml 40pug/ml

E. AE 66.67 = 1.15** 81.04 £ 3.73*** 109.42 £ 2.03*** | 122.02 + 3.51***
E. But 49.15+ 4.55 ns 56.68 + 3.12** 62.86 £ 1.00*** 73.48 £ 2.63***
Trolox 68.03 £ 8.10 ** 79.95 + 2.54*** 92.59 + 4.87*** 115.26 +5.77***
contrdle 46.50 + 0.56

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais = SD. **P<0.01; ***P<0.001; ns: Non significatif vs controle.
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Figure 17. Cinétique de I’hémolyse érythrocytaire induite par I’AAPH en présence de 1’extrait d’acétate d’éthyle

(E.AE), ’extrait butanolique (E.But) d’Arbutus unedo et du Trolox. Les valeurs représentent la moyenne de 3

essais + SD.
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Dans cette ¢étude, le test de I’hémolyse érythrocytaire induit par I’AAPH est utilisé
comme modele cellulaire pour vérifier la résistance globale du sang a ’attaque radicalaire en
présence des extraits d’Arbutus unedo. C’est un mod¢le idéal pour évaluer au micux 1’étude
des dommages oxydatifs des membranes induit par les radicaux libres générés et déterminer
I’activité antioxydante des extraits (Deng et al., 2006 ; Kunwar et al., 2007) dont la durée est
suffisamment longue pour que I'ensemble des mécanismes chimiques et enzymatiques de
défenses cellulaires puissent agir. De plus, les cellules érythrocytaires forment la premiere
cible des attaques des radicaux libres en raison de la présence de deux promoteurs trés
importants des espéces réactives de I'oxygéne a savoir, la richesse de la membrane en acides
gras polyinsaturés et le transport d'O, associé a la molécule d’hémoglobine (Varghes et al.,
2013). Les radicaux libres et les oxydants en général, sont capables de provoquer des
dommages architecturaux au niveau des membranes érythrocytaires et cela par oxydation des
lipides et des protéines qui les composent (Yang et al., 2006). La déstabilisation de la
membrane cellulaire est attribuée a la production de radicaux libres, tels que les peroxydes de
lipides. Une lésion au niveau de la membrane plasmique des hématies rendra la cellule plus
sensible aux endommagements y compris la peroxydation lipidique induite par les radicaux
libres (Arzanlou et al., 2011).

Dans cette étude, les deux extraits d’Arbutus unedo protegent la membrane érythrocytaire
contre la lyse induite par I’AAPH. Leur capacité a retarder I'némolyse pourrait étre attribuée a
sa teneur en composés phénoliques et en flavonoides. En effet, des études antérieures ont
rapporté que les polyphénols et les flavonoides sont capables de protéger les érythrocytes de
I'hnémolyse oxydative induite par les radicaux libres et daugmenter leur résistance aux
dommages causés par les oxydants (Chaudhuri et al. , 2007, De Freitas et al., 2008). De
méme, Alvarez-Suarez et al. (2012) et Henneberg et al. (2013) ont montré que les flavonoides
peuvent pénétrer dans les bicouches lipidiques des érythrocytes et se lier a la membrane
plasmique inhibant ainsi la peroxydation des lipides et renforcer l'intégrité des globules
rouges contre I'némolyse. Niki et al., (1988) ont rapporté que durant I’oxydation des
érythrocytes provoquée par les radicaux libres issus de la décomposition thermique de
I’AAPH, c’est I’acide ascorbique et 1’acide urique présents dans le plasma qui agissent en
premier temps comme piégeurs de ces radicaux, ensuite ¢’est I’a- tocophérol situé au niveau
de la bicouche lipidique de la membrane érythrocytaire qui agit majoritairement sur ces

molécules réactives.
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IV.2. Activité anti-radicalaire
IV.2.1. Effet piégeur du radical DPPH
Un piégeur de radicaux DPPH est toute substance capable de saturer ses couches externes

en fournissant un atome d’hydrogéne ou un électron (Que et al, 2006).

Les résultats de la présente étude montrent que les deux extraits étudiés d’A. unedo
possedent un effet piégeur trés important (Figure 18). L’activité anti-radicalaire de la fraction
butanolique est proche de celle obtenue avec I’antioxydant standard (BHT), tandis que ’'E.AE

a montré un effet meilleur.

Les concentrations capables de piéger 50% du radical DPPH dans le milieu réactionnel
(ICs0) sont représentées dans le tableau 5. Les différences entre les extraits et le BHT et entre

les extraits eux-mémes sont statistiquement significatives.

Ces résultats sont bien en corrélation avec la teneur en polyphénols qui peuvent étre a

’origine de cette activité anti-radicalaire.

Tableau 5. Valeurs des ICs, des extraits d’Arbutus unedo et de BHT. Les valeurs représentent la
moyenne de 3 essais + SD. *** : P<0,001vs le BHT.

Echantillon I1Cs0 (ug/ml)
Extrait d’acétate d’éthyle 3.43 + 0,07***
Extrait butanolique 13,77 + 1.01%**
BHT 8.21+0,12




RESULTATS ET DISCUSSION 69

100 .
&

-

oy .

E_". 80

€T

.=

[

-

& 50

=

= ——E AE
g ——E But
E A0

= —=—BHT
=

o

£ 20

-,

I 20 A0 &0 a0 100

Concentration (ng'ml)

Figure 18. Activité antiradicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) des feuilles
d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical DPPH. Chaque valeur représente la moyenne de

3 essais + SD.

1VV.2.2. Effet piégeur du radical ABTS

Dans ce test, I’activité anti-oxydante des extraits des feuilles d’A. unedo a été évaluée en
suivant la décoloration du radical ABTS™ (2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid). Les résultats sont présentés dans la figure 19. L'extrait d'acétate d'éthyle a montré une
activité beaucoup plus élevée que celles de BHT, utilis¢ comme référence et de I’extrait

butanolique qui ont exhibé le méme effet.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Pabugcuoglu et al. (2003), qui ont
démontré que les extraits éthanolique et méthanolique préparés a partir des feuilles de cette

méme plante présentent un excellent effet antioxydant dans le test d’ABTS.

Les 1Cso obtenues sont représentées dans le tableau 6. Les différences sont
statistiquement significatives entre [’extrait d’acétate d’éthyle et le BHT mais non
significatives entre ce dernier et 1’extrait butanolique.
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Figure 19. Activité antiradicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) des feuilles
d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical ABTS. Chaque valeur représente la moyenne

de 3 essais + SD.

Tableau 6. Valeurs des ICs, des extraits d’Arbutus unedo et de BHT. Les valeurs représentent la
moyenne de 3 essais + SD. *** : P<0,001, NS: non significatif vs le BHT.

Echantillon I1Cso (ug/ml)
Extrait d’acétate d’éthyle 1.59 + 0,02***
Extrait butanolique 6.27 £ 0.08 NS
BHT 6.10+0,12

1V.2.3. Effet piégeur du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OH") est considéré comme 1’espéce réactive de 1’oxygéne la plus
réactive et qui peut induire de graves dommages oxydatifs aux biomolécules (Ozsoy et al.,
2008). 1l attaque les protéines, I'ADN, les acides gras polyinsaturés dans les membranes et la
plupart des molécules avec lesquelles il entre en contact (Nagulendran et al., 2007). Il est
capable d'extraire les atomes d'hydrogéne des lipides membranaires induisant ainsi la
peroxydation lipidique, qui est le processus clé de plusieurs pathologies.
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Les résultats obtenus suggerent que les extraits d'A. unedo sont des piégeurs de radicaux
hydroxyles. Cette capacité de piégeage peut étre due a leur richesse en composés phénoliques.
En effet, I'E.AE qui est riche en ces composés a présenté le meilleur effet (figure 20) avec
une ICso = 323,45 pg/ml par rapport a la fraction butanolique, mais les deux effets restent plus
faibles que celui de I'acide ascorbique (tableau 7).

Tableau 7. Valeurs des ICsq des extraits d’Arbutus unedo et de I'acide ascorbique. Les valeurs représentent
la moyenne de 3 essais + SD. ***: P<0,001, **: P<0,01, NS: non significatif vs 1’acide

ascorbique.
Echantillon I1Cso (ug/ml)
Extrait d’acétate d’éthyle 323.45 £ 5.97**
Extrait butanolique 611.20 + 9.86***
Acide ascorbique 290.26 £ 0.01
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Figure 20. Activité anti-radicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) des feuilles
d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical OH. Chaque valeur représente la moyenne de 3

essais + SD.

1V.2.4. Effet piégeur d’anion superoxyde
A D’état normal, les radicaux anions superoxyde (O™;) sont produits de maniére

endogéne par plusieurs enzymes oxydantes telles que la xanthine oxydase. Dans cette étude,
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les anions superoxyde ont été dérives dans un systéme non enzymatique (PMS-NADH-NBT)
a partir de l'oxygéne dissous par la réaction de couplage PMS-NADH qui réduit le NBT
(Gllgin et al., 2005 ; Inbathamizh et al., 2013). Ces radicaux peuvent directement initier la
peroxydation lipidique et endommager ainsi les biomolécules (Nagulendran et al., 2007), et
ses effets peuvent étre amplifiés en produisant d’autres ROS contribuant aux 1ésions
tissulaires et a diverses maladies (Ozsoy et al., 2008). La capacité des extraits d’A. unedo a
piéger les anions superoxyde, comme le montre la figure 21, est concentration dépendante.
L'extrait d'acétate d'éthyle a montré une activité beaucoup plus élevée que celles de l'acide
gallique, utilisé comme référence et de 1’extrait butanolique qui a montré I’effet le plus faible
avec une ICsy de 103,80 pg/ml (tableau 8). Ces différences sont statistiquement

significatives.
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Figure 21. Activité antiradicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) des feuilles
d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical O™ ,. Chaque valeur représente la moyenne de 3

essais + SD.
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Tableau 8. Valeurs des ICs, des extraits d’Arbutus unedo et de I’acide gallique. Les valeurs représentent la
moyenne de 3 essais + SD. *** : P<0,001 vs I’acide gallique.

Echantillon 1Cs0 (ug/ml)
Extrait d’acétate d’éthyle 38.40 + 1.29%**
Extrait butanolique 103.80 + 2.11***
Acide gallique 52.24 +1.10

1V.2.5. Effet piégeur du peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d'hydrogéne est toxique pour les cellules puisqu’il traverse rapidement les
membranes cellulaires et produit de nombreux radicaux hydroxyles réactifs par la réaction de
Fenton avec des ions Fe?, et éventuellement des ions Cu** (Keser et al., 2012). Il peut
inactiver directement quelques enzymes par oxydation de groupements thiols (Nagulendran et
al., 2007).

Comme le montre la figure 22, les extraits étudiés d'A. unedo ont exhibé une forte
capacité de piégeage de H,O, par rapport a l'acide ascorbique utilisé comme standard, cet
effet est concentration dépendant. A la concentration de 100 pg/ml, les deux extraits ont
exercé le méme pourcentage d'activité de piégeage de H,O, (98%). Cet effet est plus
important que celui obtenu avec I'acide ascorbique (87%).

Les concentrations capables de piéger 50% d’ H,O, dans le milieu réactionnel (ICso) sont
représentées dans le tableau 9. Les différences entre les extraits et I'acide ascorbique et entre

les extraits eux-mémes sont statistiquement significatives.
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Figure 22. Activité anti-radicalaire de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et butanolique (E.But) des feuilles
d’Arbutus unedo et du BHT vis-a-vis du radical H,O,. Chaque valeur représente la moyenne de

3 essais + SD.

Tableau 9. Valeurs des ICsq des extraits d’Arbutus unedo et de I'acide ascorbique. Les valeurs représentent
la moyenne de 3 essais + SD. *** : P<0,001 vs I’acide ascorbique.

Echantillon I1Cso (ug/ml)
Extrait d’acétate d’éthyle 11.56 £ 0.18***
Extrait butanolique 27.13 £ 0.49***
Acide ascorbique 61.84+ 1.56

L'extrait d'acétate d'éthyle s'est avéré posseder la forte activité de piegeage contre le
DPPH’, ABTS", OH", H,0, et 'O et ces résultats sont bien corrélés avec le contenu
phénolique, démontrant la capacité de I’acétate d’éthyle a extraire une quantité considérable
de polyphénols et flavonoides qui sont responsables d'activités antioxydantes dans de
nombreuses especes végétales (Gllgin et al., 2013).

Il a été prouve que les composés phénoliques, particulierement les flavonoides sont
responsables de 1’effet scavenger des radicaux libres (Zhang and Tsao, 2016) et leur effet est
principalement attribué a leur propriété d’oxydo-réduction, qui peut jouer un role important

dans la neutralisation des radicaux libres par leur capacité de donation d’hydrogene (Prasad et
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al., 2010). Les flavonols glycosides et les tanins pourraient étre les principes actifs
responsables de l'activité antioxydante des feuilles d'A.unedo (Pabugcuoglu et al., 2003).
L'activité antioxydante de ces composés est principalement due a leurs propriétés redox, qui
peuvent neutraliser des radicaux libres par leur capacité de donation d'’hydrogéne (Prasad et
al., 2010), la désactivation de I'oxygéne singlet ou la diminution des peroxydes (Gulgin et al.,
2010). Ces polyphénols contiennent des structures cycliques conjuguées et des groupes
hydroxyles qui peuvent agir comme antioxydants en piégeant les radicaux libres, les radicaux
peroxydes lipidiques et en stabilisant les radicaux libres impliqués dans ces processus
oxydatifs (Priyadharshini and Sujatha, 2012). De plus, il a été rapporté que les activités
antioxydantes des acides phénoliques et de leurs dérivés dépendent du nombre de groupes

hydroxyles dans les molécules (Soobrattee et al., 2005)

IVV.3. Effet sur la peroxydation lipidique
IV.3.1. Blanchiment du p-caroténe

Les cinétiques de blanchissement du B-caroténe en présence et en absence des extraits
d’A. unedo ainsi que du BHT sont présentés dans la figure 23. Les absorbances initiales des
contrbles négatifs aqueux et méthanolique sont 0.671 et 0.703 et les valeurs minimales apres
120 min sont de 0.018 et 0.093 respectivement. Ceci indique une peroxydation totale du f-
caroténe, tandis que les absorbances du BHT et des deux extraits d’A.unedo (E.AE et E.But)
varient de 0.735, 0.670 et 0.727 au temps O a des valeurs finales de 0.692, 0.616 et 0.630
respectivement, indiquant une forte activité antioxydante par rapport aux contréles négatifs.

Les résultats montrent que 1’extrait d’acétate d’éthyle et le BHT ont les mémes activités
antioxydantes de 92% (Figure 24). Cette valeur est supérieure a celle de I’extrait butanolique

(85%) mais la différence n’est pas significative.
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Figure 23. Cinétique de blanchissement du p-caroténe a 470 nm en présence et en absence des extraits des
feuilles d’Arbutus unedo et de BHT. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais +
SD.
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Figure 24. Activité antioxydante des extraits (E.AE et E.But) d’Arbutus unedo et de BHT dans le systéme
B-carotene/acide linoléique. Les valeurs sont la moyenne de trois essais + SD. La comparaison
est réalisée avec le BHT; NS: non significatif.

1V.3.2. Effet sur la peroxydation de I’acide linoléique
La figure 25 montre la cinétique de la peroxydation de 1’acide linoléique en présence et
en absence des extraits étudiés et du BHT. Les absorbances sont stables tout au long des 96

heures, indiquant une forte activité antioxydante par rapport au contréle négatif.
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A une concentration de 50 pg/ml, I’extrait d’acétate d’éthyle et le BHT exercent un effet
inhibiteur de la peroxydation de 89% et 88% respectivement au temps 96 heures. Ces valeurs
sont significativement supérieures a celle de 1’extrait butanolique qui exerce un effet

inhibiteur de 70% a la méme concentration (Figure 26).
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Figure 25. Cinétique de la peroxydation de 1’acide linoléique en présence et en absence des extraits (E.AE
et E.But) d’Arbutus unedo et du BHT a 500 nm. Les valeurs représentent la moyenne de trois
essais + SD.
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Figure 26. Activité inhibitrice de la peroxydation de I’acide linoléique des deux extraits d’acétate d’éthyle
(E. AE) et butanolique (E. But) d’Arbutus unedo et du BHT au temps 96 h et a une
concentration de 50ug/ml. Les valeurs représentent la moyenne de trois mesures + SD; *** :
P<0,001, NS: non significatif par rapport au BHT.
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La peroxydation lipidique in vivo est I’altération oxydative des acides gras polyinsaturés
des membranes cellulaires, catalysée par les radicaux libres. Afin de déterminer la capacité
des extraits d’A. unedo a inhiber cette peroxydation, le test de blanchissement du B-carotene et
le test de peroxydation de I’acide linoléique ont été utilises. Ces deux tests paraient tres utiles
comme un modele mimétique de la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques
(Ferreria et al., 2006).

Dans le premier test, Les radicaux libres provenant de [’abstraction des atomes
d’hydrogene a partir de groupements méthylénes de 1’acide linoléique attaquent le B-caroténe
et induisent sa décoloration. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait soit inhiber
I’oxydation de 1’acide linoléique soit neutraliser les radicaux libres, ou les deux en méme
temps et donc prévenir la dégradation oxydative et le blanchissement du B-caroténe (Naidu et
al., 2011). Ce test est largement utilisé pour mesurer 1’activité antioxydante des composés
bioactifs du moment que le B-caroténe est hautement insaturé, donc il est extrémement
susceptible aux radicaux peroxydes dérivés de I’acide linolé¢ique (Kumazawa et al., 2002). En
plus, le PB-caroténe est 1’'un des colorants naturels les plus utilisés en industries
agroalimentaires et pharmaceutiques, ainsi sa décoloration sera nettement a ’origine de la

réduction de la qualité de ces produits (Bougatef et al., 2009).

L’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique des extraits a été aussi déterminé par la
méthode de thiocyanate ferrique dans un systéme contenant 1’acide linoléique. Dans ce test,
les peroxydes issus de I’oxydation de I’acide linoléique attaquent les ions ferreux et les
transforment en forme ferrique. Ces derniers forment un complexe avec 1I’ammonium
thiocyanate qui a un maximum d’absorption a 500nm indiquant 1’oxydation de 1’acide
linoléique (Gulgin et al., 2005). Les résultats de cette étude montrent que les extraits
d’A.unedo exercent un excellent effet sur la peroxydation lipidique. Le blanchiment du p-
caroténe ainsi que la peroxydation de 1’acide linoléique ont été fortement ralenties en présence

des deux extraits.

Un extrait capable de retarder ou inhiber 1'oxydation du [B-carotene peut étre décrit
comme un capteur de radicaux libres et un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana and
Shahidi, 2006). L’effet des extraits étudiés sur la peroxydation lipidique pourrait étre dd soit a
I’inhibition directe de la peroxydation de I’acide linoléique ou a leur propriété de piéger des
hydroperoxydes issus de la peroxydation de 1’acide linoléique (Tepe et al., 2005; Aslan et al.,
2006). En fait, au cours de la peroxydation lipidique, les antioxydants peuvent agir de
différentes facons a savoir la décomposition des peroxydes et la chélation des ions
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métalliques. Souvent, plus d’un seul mécanisme sont impliqué pour avoir un effet en synergie
(Moure et al., 2001).

Les résultats des deux tests utilisés montrent la capacité des extraits a réagir avec les
radicaux libres pour les convertir en espéces non réactives et interrompre ainsi la chaine de
réactions radicalaires. Cela reflete aussi la solubilité des composes antioxydants dans
I’émulsion, dont la présence limite I’oxydation du B-caroténe et de 1’acide linoléique (Tepe et
al., 2005). Cet effet est fort probablement attribué au contenu phénolique et flavonoidique des
extraits. Sandhar et ses collaborateurs (2011) ont démontré la capacité des flavonoides a
inhiber la peroxydation lipidique a un stade précoce par ’activité scavenger des radicaux
peroxydes ou a interrompre une chaine de réactions radicalaires par la propriété de donation
d’hydrogene. De méme, Takahama (1983) a montré que les flavonoides ont la capacité de
terminer la réaction en chaine de la peroxydation des lipides par le piégeage du radical

peroxyle LOH..

IVV.4. Pouvoir réducteur

Les résultats montrent que les deux extraits d’A. unedo possédent un pouvoir réducteur
concentration-dépendant (Figure 27).

L’E.AE a montré un meilleur pouvoir réducteur que celui obtenu avec I’E.But. Le BHT
montre une activité réductrice maximale a 50 pg/ml. Les ECso sont représentées dans le
tableau 10.

Tableau 10. Les ECsg des extraits d’Arbutus unedo et du BHT. Les valeurs représentent la moyenne de

trois essais £ SD. *** : P<0,001, NS: non significatif vs le controle positif.

Echantillon ECso (ug/ml)
Extrait d’acétate d’éthyle 12.25 + 0.75***
Extrait butanolique 21.47 £ 0,92 NS

BHT 23.09 £ 0.89
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Figure 27. Pouvoir réducteur des extraits d’acétate d’éthyle et butanolique d’Arbutus unedo et du BHT a
700nm. Les valeurs représentent la moyenne de trois essais = SD.

Le pouvoir réducteur est la capacit¢ de donation d’électrons dans une réaction
d’oxydoréduction. Cette propriété peut étre aussi utilisée dans 1’évaluation de D’activité
antioxydante d’un composé. La présence de réducteurs dans les extraits réduit directement le
complexe Fe**(CN)s en Fe?*(CN), ce dernier peut étre évalué par spectrophotométrie a
700nm en suivant l’augmentation de D’intensit¢é de la couleur qui est directement

proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’échantillon étudié (Yadav et al., 2012).

Les deux extraits étudiés ont exercé un pouvoir réducteur important, et cela démontre
donc leur capacité de donation d’électrons et par conséquent leur capacité de neutraliser les
radicaux libres. Cette propriété pourrait étre due a la présence de composés phénolique,
notamment les flavonoides qui sont des principaux donneurs d’électrons d’aprés Le et al.
(2007). De nombreux travaux ont prouvé une forte corrélation entre le contenu en
polyphénols et flavonoides des extraits de plantes et leur activité antioxydante et réductrice
(Rebaya et al., 2016 ; Parikh and Patel, 2017).

IV.5. Test phosphomolybdate (PPM)

Le test au phosphomolybdéne est une méthode spectrophotométrique qui a été
développée pour la détermination quantitative de la capacité antioxydante totale (Prieto et al.,
1999). La formation d'un complexe de couleur verte de phosphate et de molybdene Mo(V) a
été présentée par Fiske et Subbarrow (1925) comme la base dune méthode
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spectrophotométrique pour déterminer le phosphate inorganique. Cette méthode a été révisée
ensuite et modifiée par Chen et al. (1956) pour la détermination de toute espéce réductrice. Le
dosage est basée sur la réduction de molybdéne Mo(VI) par les antioxydants et la formation
subséquente d'un complexe vert de phosphate / molybdéne Mo(V) a pH acide et a température

élevée.

Les extraits d’A. unedo ont montré une forte activité antioxydante totale, en réduisant le

complexe de phosphomolybdene (tableau 11). L’E.AE exerce ’effet le plus puissant.

Tableau 11. Capacité antioxydante totale des extraits E.AE et E.But d’Arbutus unedo. Les valeurs

représentent la moyenne de 3 essais + SD.

Extrait E.AE E.But

TAC (ug équivalent 986.66 + 35.87 484.60 + 62.41
acide ascorbique/mg

extrait)

TAC : total antioxydant capacity.

La capacité des extraits a réduire le phosphomolybdéne peut étre attribuer au contenu en
composés phénolique, et peut étre s'expliquer par le fait que le transfert d'électrons/hydrogene
des antioxydants se produit a différents potentiels redox dans différents systémes, et le

transfert lui-méme dépend également de la structure des antioxydants (Loo et al., 2008).

V. Activité anti-inflammatoire des extraits d’Arbutus unedo
Dans cette étude, les propriétés anti-inflammatoires de 1’extrait d’acétate d’éthyle et de
I’extrait butanolique des feuilles d’A. unedo ont été évaluées on utilisant deux modéles

d’inflammation in vivo et deux modéles in vitro.

V.1. Effet des extraits sur I’cedéme de I’oreille induit par I’huile de croton chez la souris
L’effet anti-cedémateux (traitement local) de I’extrait d’acétate d’éthyle et de 1’extrait
butanolique d’A. unedo a été évalué en utilisant I’cedéme de 1’oreille induit par I’huile de

croton chez la souris comme modele d’inflammation aigue.

Les souris du groupe témoin ayant re¢u uniquement la solution d’huile de croton ont
développé au bout de 6 heures un cedéme d’oreille de 88 + 5.3 um. Le traitement par 2
mg/oreille d’extrait d’acétate d’éthyle et d’extrait butanolique a induit une atténuation

significative (p<0.001) de I’inflammation par rapport au groupe témoin. En effet, avec une
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augmentation d’épaisseur de 23um et 33um respectivement, les taux d’inhibition exercés par
ces deux extraits sont de 74% et 66% respectivement. Ces pourcentages d’inhibition sont
supérieurs a celui obtenu avec I’indométacine utilisé comme anti-inflammatoire de référence.
En effet, I’augmentation de I’épaisseur 6 heures apres 1’induction de 1’inflammation par 0.5
mg/oreille d’indométacine est de 41+ 4.4 um, ce qui correspond a une inhibition de 53%

(Figure 28).
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Figure 28. Effet de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et I’extrait butanolique (E.But) d’A. unedo sur
I’cedéme de l’oreille induit par I’huile de croton chez la souris. L’cedéme est induit par
application topique de 80 pg d’huile de croton sur la face interne de ’oreille droite. Les souris
sont traitées localement par 2 mg/oreille d’E.AE ou E.But ou par 0.5mg/oreille d’indométacine
(IND). Le groupe témoin re¢oit uniquement la solution d’huile de croton. A : Différence de
I’épaisseur de 1’oreille avant I’induction de I’cedéme et 6 heures aprés. La comparaison est faite
par rapport au groupe témoin. B : Pourcentage d’inhibition de ’cedéme. La comparaison est
faite par rapport a I’indométacine. Les valeurs représentent les moyennes + SEM (n=10). *** :
p <0.001, **:p<0.01, *: p<0.05 (ANOVA univarié suivie du test de tukey).
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V.2. Effet des extraits sur la poche d’air

L’injection de 0.1 ml de A-carragénine a 1% dans la poche d’air a provoqué au bout de
quatre heures une inflammation aigué caractérisée par une infiltration de 24.22 + 6.28 x 10°
leucocytes/ml dans 1’exsudat chez les souris du groupe témoin. Le traitement par 1 mg/poche
d’E.AE ou E.But d’A.unedo, réduit significativement le nombre de leucocytes infiltrés dans
I’exsudat avec des taux de réduction de 85.45% et 80.49% respectivement. L’effet inhibiteur
exerce par ces extraits est meilleure que celui obtenu avec 0.1 mg/poche d’indométacine

(58.46%), (Figure 29).
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Figure 29. Effet de ’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et de I’extrait butanolique (E.But) des feuilles d’A.
unedo sur linfiltration des leucocytes vers la poche d’air. L’inflammation est induite par
I’injection de 0.1 ml de A-carrageenan (1%) dans la poche d’air. Une heure avant 1’induction de
I’inflammation, les souris sont traitées par 1 mg/poche d’extrait ou 0.1 mg/poche d’indométacine
(IND). A : Différence du nombre de leucocytes infiltrés dans I’exsudat 4 heures aprés
I’induction de I’inflammation. La comparaison est faite par rapport au groupe témoin. B :
Pourcentage d’inhibition de I’infiltration des leucocytes vers la poche d’air. La comparaison est
faite par rapport a I’indométacine. Les valeurs représentent la moyenne £ SEM (n=10). *** : p <
0.001, NS : non significatif (ANOVA univarié suivie du test de tukey).
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V.3. Effet des extraits sur la dénaturation des protéines

Le traitement avec les trois concentrations étudié¢es (125, 250 et 500 ug/ml) des deux
extraits d’Arbutus unedo protégent la BSA contre 1’oxydation de maniére concentration
dépendante. A la concentration de 500 ug/ml, I’E.AE et I’E.But inhibent la dénaturation du
BSA a 85% et 89% respectivement. Cette inhibition est statistiquement proche a celle de

I’anti-inflammatoire de référence (Figure 30).
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Figure 30. Effet de ’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et de I’extrait butanolique (E.But) des feuilles d’A.
unedo sur la dénaturation de BSA. Chaque valeur représente la moyenne £ SD (n=3). ** : p <
0.01, NS : non significatif par rapport a I’aspirine. (ANOVA bivarié suivie du test de tukey).

V.4. Effet des extraits sur la stabilité membranaire des érythrocytes humains

Dans ce test, le milieu hypotonique induit une altération de la membrane plasmique des
érythrocytes humains, conduisant ainsi a I’hémolyse de ces dernieres. Le traitement par les
extraits d’A. unedo protege de maniére tres significative (p<0.001) les éerythrocytes contre
cette hémolyse et cet effet protecteur est concentration-dépendant. A la concentration de 3
mg/ml, les pourcentages d’inhibition de la lyse membranaire sont de 96% et 97% pour I’E.AE

et ’E.But respectivement contre 98% exercé par le diclofénac (Figure 31).
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Figure 31. Effet de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et de ’extrait butanolique (E.But) des feuilles d’A.
unedo sur la lyse des érythrocytes humains induite par un milieu hypotonique. La comparaison
est faite par rapport au diclofénac utilisé comme produit de référence. Les valeurs représentent la
moyenne + SD (n=3). *** : p < 0.001, ** : p < 0.01, NS : non significatif. (ANOVA bivarié
suivie du test de tukey).

L’inflammation est un processus complexe des tissus vasculaires en réponse aux divers
stimuli nocifs, tels que les agents pathogeénes, les cellules endommagées ou les irritants (Silva
et al., 2013). Elle est caractérisée par quatre symptdmes classiques: la chaleur, la rougeur, le
gonflement et la douleur. La mesure de 1’cedéme forme ainsi un excellent outil pour la

quantification de lI'inflammation cutanée, induite par les agents phlogistiques.

Dans ce contexte, I’effet anti-inflammatoire des extraits étudiés d’A. unedo a été évalué
par le modéle de 1’cedéme de l’oreille induit par 1’huile de croton. Il s’agit d’un modele
expérimental qui permet d’identifier des substances anti-inflammatoires stéroidiennes et non
stéroidiennes capables de guérir des maladies inflammatoires de la peau (Oliveira et al.,
2013).

L'huile de croton est un agent phlogistique extrait de Croton tiglium, son effet irritant est
di au principe actif qu’elle contient (TPA; 12-O-tétradecanoylphorbol-13-acétate).
L’application topique de cette huile induit une réponse inflammatoire aigue caractérisée par
une production importante de médiateurs pro-inflammatoires, une augmentation de la
perméabilité vasculaire conduisant a la formation d’cedéme qui atteint son maximum 6 heures
aprés 1’application, une infiltration de neutrophiles et une prolifération des cellules
épidermiques apres 24-48 heures (Ho et al., 2007 ; Michel et al., 2012).
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Cette réponse est déclenchée par la protéine kinase C (PKC), qui favorise une
augmentation de l'activité de la phospholipase A2 (PLA2), cyclo-oxygénases (COX) et lipo-
oxygeénases (LOX) avec l’induction de 1’expression des cytokines pro-inflammatoires
(Murakawa et al., 2006 ; Oliveira et al., 2013). Cette enzyme favorise également la sécrétion
et l'activation de plusieurs médiateurs immunitaires comme les cytokines et les chemokines
qui augmentent et maintiennent la réponse inflammatoire de la peau (Denning, 2004). La PKC
catalyse 1I’hydrolyse des phospholipides membranaires en acide arachidonique qui donne
ensuite des éicosanoides, des prostaglandines (PGs), des leucotrienes et des cytokines et cela

apres son oxydation enzymatique par les COX ou par les LOX (Oliveira et al., 2013).

Le traitement local des souris par ’extrait d’acétate d’éthyle d’Arbutus unedo réduit
significativement le volume de I’cedéme induit par I’huile de croton chez les souris. Cet effet
est supérieur a celui exercé par I’indométacine utilisé comme anti-inflammatoire de référence.
A la méme dose, I’extrait butanolique exerce une inhibition significative meilleure que celle

induite par ’indométacine, mais inférieure a celle de I’extrait d’acétate d’éthyle.

L’important effet anti-inflammatoire des extraits ¢tudiés d’Arbutus unedo suggere qu’ils
pourraient agir sur la PLA2, la COX et/ou la LOX qui sont les principaux mediateurs
impliqués dans la réaction inflammatoire induite par le TPA. Ces propriétés anti-
inflammatoires seraient liées aux profils chimiques de ces extraits, particulierement a la
présence de composés phénoliques (acide gallique, epicatechin, procyanidine B2, acide
éllagique, quercetine et acide chlorogenique) qui sont en effet de puissants antioxydants
capables d’inhiber D’activité enzymatique. L’application topique de certains flavonoides
comme la quercetine et la myricetine exerce une forte inhibition de la COX et la LOX (Kim et
al., 1993). De méme, certains flavonoides aglycones tels que I’apigénine, la quercetine, la
morine ainsi que les flavones et les flavonols glycosides exercent une activité anti-

inflammatoire, lors d’une application topique et orale in vivo (Lee et al., 1993).

Les amines vasoactives (histamine et sérotonine) responsables de la formation de
I’cedeme sont libérées dans les 30 premicres minutes apres I’application de I’agent irritant,
alors que la migration des neutrophiles est mise en évidence environ 1 h aprés I’irritation
(Calder, 2006 ; Nicolaou et al., 2011). Le recrutement des leucocytes au niveau des tissus
enflammés est essentiel a la réponse inflammatoire afin de nettoyer le foyer lésionnel et
réparer le tissu endommagé. Pour cela, et pour confirmer ’activité anti-inflammatoire des
deux extraits d’A.unedo, le modéle de la poche d’air induite par la carragénine chez la souris

est utilisé pour tester leur effet sur la migration des leucocytes vers le site enflammé.
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Les résultats obtenu par cette étude ont montré que le traitement des souris par 1 mg
d’extrait d’acétate d’éthyle ou d’extrait butanolique réduit significativement le nombre de
leucocytes infiltrés dans la cavité de la poche d’air avec un effet inhibiteur meilleur que celui
obtenu avec 0.1 mg/poche d’indométacine. Cette activité est probablement due aux
polyphénols et aux flavonoides présents dans les extraits et qui ont un effet inhibiteur sur la
migration des leucocytes (Kernouf et al., 2018). Ces métabolites exercent leur effet anti-
inflammatoire de différentes maniéres et a différents niveaux de la réaction inflammatoire.
Elles inhibent le métabolisme de 1’acide arachidonique, les mécanismes de la transduction du
signal impliqués dans D’activation des cellules inflammatoires (lwalewa et al, 2007), la
synthése des cytokines pro-inflammatoires, 1’expression des molécules d’adhésion et la

génération des espéces réactives de 1’oxygene (Eteraf-Oskouei et al, 2015).

L’activité anti-inflammatoire d’Arbutus unedo est confirmée par les travaux de Mariotto
et ses collaborateurs (2008). En effet, cette équipe a montré que ’extrait aqueux des feuilles
d’Arbutus unedo atténue significativement la réponse inflammatoire induite par I'injection de
la carragénine dans la cavité pleurale des souris. D’aprés ces auteurs, cet effet semble étre
corrélé a la réduction de la production d'IL-6, a I’activation successive de STAT3, a la
formation d'autres cytokines pro-inflammatoires comme TNF- et IL-1, & I'augmentation du
recrutement des neutrophiles et a I'expression des protéines iNOS et COX-2, ce qui permet

finalement a réduire les dommages des tissus touchés

La dénaturation des protéines est le processus par lequel la protéine perd sa conformation
liée a sa structure tridimensionnelle ou secondaire, suite a son exposition a un agent
thermique, infectieux ou chimique (Adarsh et al., 2011), ce qui entraine la perte des propriétés
biologiques de la molécule protéique. Cette dénaturation induit I’exposition de certains sites
qui vont devenir des auto-antigénes et qui sont a 1’origine de la réaction inflammatoire dans
les maladies auto-immunes, telles que les maladies arthritiques, le diabéte et le cancer
(Dharmadeva et al., 2018). Le mécanisme possible de la dénaturation consiste en 1’altération
des liaisons électrostatiques, des liaisons hydrogenes, des forces hydrophobes et des ponts
disulfure qui maintiennent la stabilité de la structure tridimensionnelle des protéines (Barros
et al., 2008).

Plusieurs anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phenylbutazone et 1’indomethazine
inhibent la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires, ont aussi la capacité d’inhiber la
dénaturation des protéines (Sangeetha et al., 2011). Par conséquent, les substances ayant la

capacité¢ d’empécher la dénaturation des protéines peuvent également aider a prévenir les
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troubles inflammatoires et sont ainsi considérés comme des anti-inflammatoires (williams et
al., 2008).

D’apreés nos résultats, les deux extraits étudiés d’Arbutus unedo inhibent la dénaturation
thermique de BSA, ce qui prouve leur activité anti-inflammatoire. L’activité inhibitrice de la
dénaturation des protéines pourrait étre attribuée aux différents composés bioactifs tels que
les flavonoides et les polyphénols présents dans les extraits qui sont détectés lors des criblages
phytochimiques. De nombreuses études ont évalué 1’activité anti-inflammatoire de différents
extraits de plantes médicinales par I’étude de 1’effet inhibiteur de la dénaturation protéique.
Les composants des plantes utilisés en médecine traditionnelle exercent leurs effets
pharmaceutiques grace a leur capacité de se lier aux protéines plasmatiques (Duganath et al.,
2010). En effet, Dufour et ses collaborateurs (2007) ont rapporté que 1’albumine posséde une
forte affinité pour la quercetine, ce qui pourrait expliquer I’activité protectrice des

polyphénols contre la dénaturation thermique de I’albumine.

Dans cette étude, le test de la protection de la membrane érythrocytaire contre la lyse
induite par le milieu hypotonique était utilisé pour vérifier le role des extraits étudiés dans la
préservation de la membrane cellulaire. C’est un modele d’étude préliminaire de 1’activité
anti-inflammatoire in vitro, étant donné que la membrane des globules rouge et la membrane
des lysosomes ont de structure similaire (Yogannadam et al. 2010). Le milieu hypotonique
induit I’accumulation excessive des fluides a I’intérieur de la cellule érythrocytaire entrainant
ainsi la lyse de sa membrane, accompagnée par [’oxydation et la dégradation de

I’hémoglobine.

Les résultats de notre étude montrent que les deux extraits protégent la membrane
érythrocytaire contre la lyse induite par I’hypotonicité. Cette activité peut étre attribuée a la

richesse des extraits d’Arbutus unedo en composés polyphénoliques.

Ces extraits exercent probablement leur effet contre la lyse membranaire par leur contenu
polyphénolique a travers leur activité anti-oxydante et anti-inflammatoire (Sasikumar et al.,
2012).

Plusieurs études ont montré que les flavonoides et les saponines exercent une importante
activité sur la stabilisation des membranes lysosomales et que les tanins et les saponines
peuvent lier des cations et aident a la stabilisation des membranes des érythrocytes (El-
Shabrany et al., 1997 ; Oyedapo et al., 2004). De méme, Alinkumar et Jibin (2007), ont
démontré la capacité des flavonoides, des terpénes et des phénols a stabiliser la membrane des

globules rouges.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les plantes médicinales restent toujours une source inépuisable de molécules bioactives,
ayant montré leurs efficacités dans le traitement de diverses pathologies, tout en prévenant
I’apparition des effets secondaires observés lors de I'utilisation des médicaments de synthése
chimique. Le présent travail est une contribution a 1’é¢tude du potentiel antioxydant et anti-
inflammatoire d’Arbutus unedo, surtout que 1’étude de la toxicité aigiic montre que les deux

extraits etudies ne sont pas toxiques a la dose de 2000 mg/kg.

L’analyse phytochimique a montré que I’E.AE des feuilles d’Arbutus unedo posséde les
teneurs les plus €levés en polyphénols et en flavonoides. L’acétate d’éthyle s’est avéré donc
comme le meilleur solvant d’extraction des composés phénoliques, grice a sa capacité
d’extraire les molécules polaires et apolaires. L’analyse par HPLC a permis d’identifier 9
acides phénoliques et 11 flavonoides dans les deux extraits. L’acide gallique, 1’epicatéchine,
la procyanidine B2, I’acide éllagique, la quercetine et 1’acide chlorogenique sont détectés
comme constituants majeurs des deux extraits étudiés, tandis que, 1’acide caféique, 1’acide
transcinamaldehyde, le luteolin et le cyanin chloride ont été détectés en faibles quantités dans

I’extrait d’acétate d’éthyle seulement.

Cette étude montre que les extraits des feuilles d’A. unedo présentent un intérét réel et
potentiel dans le traitement de 1’inflammation et la protection contre les effets du stress
oxydant. En effet, il a été démontré in vitro que ces deux extraits ont une activité
antioxydante tres importante, grace a leur capacité a piéger les radicaux libres, réduire le fer et
a leur tendance d’inhiber la peroxydation lipidique. En plus, ces deux extraits exercent un
effet protecteur contre la peroxydation lipidique dans le modele de I’hémolyse érythrocytaire
induite par I’AAPH, avec une augmentation dose dépendante du temps de demi-hémolyse. En
outre, la préservation de I’activité de la CAT et du taux de MDA et I’amélioration de 1’activité
de la SOD reflete également I’effet antioxydant de cette plante.

Les deux extraits étudiés exercent des effets anti-cedémateux importants par application
locale dans le model de I’cedéme de ’oreille induit par 1’huile de croton, et inhibent aussi le
recrutement des cellules immunitaires vers le site inflammatoire. Cela indique que ces extraits
peuvent moduler la production et/ou I’activité¢ de différents médiateurs impliqués dans le
développement du processus inflammatoire. En plus, les deux extraits ont préservé la stabilité

membranaire et ont inhibé la dénaturation de protéines.
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Les résultats de la présente étude montrent que 1I’Arbutus unedo possede des effets
antioxydant, antihémolytique, et anti-inflammatoire. Cette plante médicinale pourrait étre
considérée comme une source intéressante d’agents antioxydants et anti-inflammatoires et
peuvent étre utilisée dans le traitement et/ou la prévention contre certaines pathologies
d’origine inflammatoire ou lors d’une surproduction de radicaux libres et d’enzymes

protéolytiques.

Toutefois, les mécanismes moléculaires par lesquels ces extraits exercent leurs effets
restent a explorer, et I’étude nécessite des investigations plus approfondies tout en vérifiant la
toxXicité subaigiie et chronique qui précédent toute recommandation d’usage en médecine
alternative, leurs effets sur D’expression génétique des médiateurs inflammatoires, des

enzymes impliquées dans la production des ROS et des différents antioxydants.

De méme, il serait intéressant d’isoler, purifier et identifier les molécules responsables
des activités précédentes, en étudiant leurs mécanismes d’action. En plus, il est souhaitable de
mener une étude sur la pharmacocinétique et la pharmacodynamique des principes actifs

présents dans ces extraits pour la détermination des doses préventives et thérapeutiques.
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Résumé

Le but de la présente étude est I’évaluation des activités antioxydantes et antiinflammatoires de I’extrait d’acétate d’éthyle (E.AE) et ’extrait butanolique (E.But)
des feuilles d’Arbutus unedo. Les extraits ont présenté une activité antihémolytique, un bon pouvoir réducteur dans les tests du pouvoir réducteur et le test
phosphomolybdate (PPM) avec un meilleur effet de I'E.AE par rapport & I'E.But. De méme, I’E.AE a montré le plus important effet piégeur vis-a-vis du radical
DPPH, ABTS™, du radical hydroxyle, d’anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne avec des ICsy de 3.43 ug/ml, 1.59 pg/ml, 323.45 pg/ml, 103.80 pg/ml et
11.56 pg/ml, respectivement. En plus, les deux extraits ont considérablement inhibé I’oxydation du B-caroténe avec des taux de 92% et 85% et 1’oxydation de
I’acide linoléique avec des pourcentages de 89% et 70% pour I’E.AE et E.But respectivement. In vivo, I’activité de la catalase et de la SOD, et les taux du MDA
et du GSH ont été évalués dans I’homogénat du foie de souris. Les résultats montrent une préservation de ’activité de la catalase et une augmentation
significative de I’activité de la SOD. Les deux extraits ont induit une diminution significative du taux de GSH en comparaison avec le groupe controle et le
groupe traité avec I’acide ascorbique. Par contre, le taux du MDA n’a pas changé. L’activité anti-inflammatoire des deux extraits a été également évaluée in vivo
et in vitro. Le traitement local des souris par 2 mg/oreille d’E. AE ou d’E.But a inhibé significativement I’inflammation induite par I’huile de croton avec 74% et
66%, respectivement. De méme, les deux extraits a la dose de 1 mg/poche ont significativement inhibé la migration des leucocytes (85.45% et 80.49%). D’autre
part, le prétraitement par les deux extraits inhibe la dénaturation de la BSA et protégent les hématies contre 1’hémolyse avec 96% et 97% pour I’E.AE et I’E.But
respectivement contre 98% exercé par le diclofénac. Ces résultats montrent que les deux extraits d’Arbutus unedo ont des activités anti-oxydantes et anti-
inflammatoires dues a la présence de composés bioactifs. En effet, I’analyse phytochimique a révélé que ces extraits sont riches en polyphénols et en flavonoides.
Ainsi, la plante Arbutus unedo pourrait étre exploitée comme source potentielle de composés bioactifs naturels doués d’activités antiinflammatoire et
antioxydante.

Mots clés : Anti inflammatoire, Antioxydant, Arbutus unedo, Flavonoides, Polyphénols.

Abstract

In this study the antioxidant and the anti-inflammatory activities of ethyl acetate (E.AE) and butanol (E.But) extracts from leaves of Arbutus unedo were
evaluated. Both extracts showed a significant protective effect against AAPH-induced erythrocyte hemolysis, with a good correlation between concentration and
half-hemolysis time (HTs). The tow extracts showed a good reducing activity in reducing power and phosphomolybdate (PPM) tests with remarkable effect of
E.AE compared to E.But. E.AE also showed the most important scavenging effect against DPPH radical, ABTS radical, hydroxyl radical, superoxide anion and
hydrogen peroxide with ICs, values of 3.43 pg/ml, 1.59 pg/ml, 323.45 pg/ml, 103.80 pg/ml and 11.56 pg/ml respectively. In addition, the extracts inhibited the
oxidation of B-carotene with percentages of 92% and 85% and the oxidation of linoleic acid with percentages of 89% and 70% for E.AE and E.But respectively.
In vivo, catalase and SOD activities, MDA and GSH levels were evaluated in the homogenate of mouse liver. The results show a preservation of catalase activity
and a significant increase in SOD activity. Both extracts induced a significant decrease in GSH levels compared to the control group and the group treated with
ascorbic acid. On the other hand, the MDA level was not influenced. The anti-inflammatory activity of both extracts is also evaluated in vivo and in vitro. Topical
application of 2 mg/ear of E.AE or E.But reduced ear edema induced by croton oil by 74% and 66% respectively. These values are higher than those obtained
with indomethacin (53%) used as reference product. Similarly, both extracts (1mg/ear) inhibit leukocyte migration with 85.45% and 80.49% respectively. In
vitro, both extracts prevented BSA denaturation and inhibited the erythrocytes hemolysis by 96% and 97% for E.AE and E.But respectively against 98% exerted
by diclofenac. These results show that both extracts of Arbutus unedo have antioxidant and anti-inflammatory activities that could be exerted by their bioactive
compounds. Indeed, phytochemical analysis revealed that these extracts are rich in polyphenols and flavonoids. Thus, Arbutus unedo plant could be exploited as

a potential source of bioactive compounds with height antioxidant and anti-inflammatory activities.

Key words: Anti-inflammatory, Antioxidant, Arbutus unedo, Flavonoids, Polyphenols.



